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El deterioro óseo sucede principalmente como consecuencia del 
envejecimiento en ambos sexos y particularmente con la depleción 
estrogénica que ocurre durante la menopausia en la mujer. Este deterioro en la 
calidad ósea puede desembocar finalmente en el desarrollo de patologías 
óseas como la osteoporosis, y en última instancia en el fenotipo clínico de 
peor pronóstico, la fractura ósea por fragilidad. Ambos fenotipos, la 
osteoporosis y la fractura por fragilidad, se consideran patologías complejas o 
multifactoriales; esto es, influenciadas por múltiples factores entre los que se 
encuentran factores genéticos, epigenéticos o ambientales. En la 
caracterización de los factores genéticos que intervienen en estos fenotipos se 
han venido utilizando múltiples aproximaciones, cada vez más costosas, pero 
que, en conjunto, no han llegado a explicar más que un pequeño porcentaje de 
la varianza fenotípica total observada. 
En los últimos años se ha demostrado que la interacción de los sistemas 
óseo, inmune y hematopoyético trasciende de la de meros compañeros de 
nicho, pues sus células principales ocupan el mismo espacio-tiempo en la 
médula ósea, lo que hace posible múltiples interacciones entre ellas. Ésto ha 
hecho necesaria la creación de una nueva disciplina de estudio, que se ha 
bautizado como Osteoinmunología. 
El objetivo principal de este trabajo de Tesis Doctoral ha sido la 
caracterización genética de los fenotipos mencionados y para ello se han 
realizado distintos abordajes, algunos de ellos muy novedosos. 
El abordaje más clásico es el de los estudios de asociación bajo hipótesis 
previa, también conocidos como estudios de genes candidatos. En el presente 
trabajo se ha usado esta aproximación y así, se ha intentado la replicación de 
estudios previos de otros investigadores, pero también se han elegido para su 
estudio genes candidatos relacionados con la osteoinmunología como CD40 y 
CD40L. Sin embargo, el presente trabajo no se ha limitado a identificar una 
posible asociación genética, sino que, además, se ha centrado en intentar 
determinar la funcionalidad de los polimorfismos, integrando los resultados 
desde una aproximación global, en la que se pretende abordar el problema 
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desde una perspectiva traslacional e integradora. Fruto de estos abordajes se 
ha conseguido corroborar o describir por primera vez la asociación a fenotipos 
óseos de polimorfismos en los genes CD40, CD40L, y LRP5, entre otros. 
Un abordaje novedoso del presente trabajo ha sido el uso de 
aproximaciones traslacionales desde modelos animales y celulares para la 
identificación de nuevos genes candidatos para su estudio en nuestra cohorte 
de mujeres. Así, la aproximación traslacional desde el modelo animal de 
pérdida ósea acelerada, como es el ratón sometido a ovariectomía, ha aportado 
nuevos genes candidatos y ha subrayado el papel crucial de la célula B en la 
regulación de la homeostasis ósea debida al déficit de estrógenos, lo que nos 
ha servido de modelo de lo que sucede en la menopausia. Por este motivo se 
ha realizado por primera vez un estudio en el que se ha analizado la expresión 
génica diferencial mediante microarrays entre células B de médula ósea de 
ratonas ovariectomizadas y SHAM. De esta manera se han asociado por 
primera vez a fenotipos óseos polimorfismos en los genes CD80, CD86 y 
MMP9. Estos resultados apuntan a que el papel de la célula B en la regulación 
de la homeostasis ósea no está ni mucho menos esclarecido. 
Por último, en el presente trabajo se ha tratado de caracterizar la fractura 
por fragilidad desde un punto de vista más clínico, mediante la determinación 
de parámetros clásicos, pero también de novedosas determinaciones de 
miRNAs séricos, lo que nos ha llevado a describir diversos parámetros que 
pueden postularse como potenciales biomarcadores del riesgo de fractura 
como el nivel de fosfato o de HDL o tres miRNAs séricos, en especial miR-
21-5p. 
 
1. INTRODUCCIÓN
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1.1 Fisiología del hueso 
1.1.1 Estructura y funciones del tejido óseo 
El esqueleto humano está formado por un total de 213 huesos que 
pueden clasificarse, según su morfología, en huesos largos, cortos, planos e 
irregulares. 
Los huesos largos presentan dos extremos en forma cónica denominados 
epífisis, que se encuentran comunicados por la diáfisis, un canal estrecho 
interno que alberga la cavidad donde se encuentra la médula ósea y una zona 
de desarrollo entre ambos sectores llamada metáfisis. Entre la epífisis y la 
metáfisis se encuentra la placa epifisiaria, que es el cartílago en expansión 
responsable del crecimiento longitudinal del hueso al calcificarse. Rodeando a 
la superficie del hueso hay una capa externa denominada periostio, y 
recubriendo la cavidad medular, una membrana interna denominada endostio 
(Clarke 2008) (Figura 1). 
Figura 1. Representación esquemática de la estructura de un hueso largo. 
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Atendiendo a la densidad de tejido óseo, que se aprecia tanto a nivel 
macro como microscópico, se puede establecer una clasificación entre 
regiones de hueso cortical y hueso trabecular (o hueso esponjoso). El hueso 
cortical es denso y sólido y constituye la capa dura más externa del hueso, lo 
que lo hace responsable de la estabilidad esquelética, mientras que el hueso 
trabecular tiene una estructura de panal formado por placas trabeculares y 
varillas entrelazadas. 
Globalmente, el esqueleto humano está formado por un 80% en masa de 
hueso cortical y un 20% de hueso trabecular, aunque cada hueso y lugar 
específico del esqueleto guarda una ratio diferente entre ambos tipos de tejido. 
La diáfisis se compone de hueso cortical denso, mientras que la metáfisis y las 
epífisis de los huesos se componen de tejido trabecular rodeado por una capa 
delgada de tejido cortical denso (Clarke 2008). 
El hueso es un órgano firme, duro y resistente, formado por tejido 
conectivo especializado, que se caracteriza por presentar una matriz 
extracelular calcificada, lo que le permite llevar a cabo sus funciones 
fundamentales (Cohen Jr. 2006): 
 
1. Función mecánica: es el componente fundamental del sistema 
locomotor, sirviendo como apoyo para músculos, tendones y ligamentos. 
2. Función protectora: sirve como soporte y protección de órganos 
blandos, protegiéndolos de traumatismos, además de albergar al sistema 
hematopoyético (médula ósea). 
3. Función metabólica: su matriz mineralizada está compuesta en gran 
parte por calcio y fósforo, con lo que este tejido actúa como reservorio de 
minerales. La movilización de estos componentes ayuda a mantener 
concentraciones séricas normales de estos elementos, y actúa como tampón 
en el equilibrio ácido base. 
4. Función reparadora: se encarga del mantenimiento de la homeostasis 
ósea, renovando estructuras y reparando fracturas y otros defectos óseos. 
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1.1.1.1 Composición del hueso 
El hueso es un órgano con una alta actividad metabólica, que se 
compone fundamentalmente por tejido óseo, un tipo de tejido conjuntivo 
formado por una matriz extracelular y elementos celulares. Las cualidades 
biomecánicas del hueso dependen de la calidad y organización espacial de 
estos componentes (Moro et al. 2000). 
 Matriz extracelular
La matriz ósea está formada fundamentalmente por agua, minerales 
(fracción inorgánica) y gran diversidad de proteínas (fracción orgánica). 
La fracción inorgánica está compuesta fundamentalmente por abundantes 
sales minerales en forma cristalizada, en particular en forma de cristales de 
hidroxiapatita o fosfato cálcico, carbonato cálcico y pequeñas cantidades de 
magnesio, flúor y sodio (Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil et al. 2006). 
Aunque la dureza del hueso se debe a sus componentes minerales, la 
flexibilidad y resistencia a la tensión se la aportan las fibras de colágeno 
(sintetizado por parte de los osteoblastos en forma de procolágeno), y otras 
proteínas no colágenas de la matriz, que desempeñan un papel importante en 
su calcificación (Young 2003). 
 Componente celular
Dado que el tejido óseo es dinámico, necesita mantener su estructura y 
homeostasis a lo largo de la vida mediante procesos de modelado y 
remodelado óseo (ver epígrafe 0). Las principales células óseas implicadas en 
este proceso son los osteoblastos, osteocitos, células de revestimiento 
superficial y osteoclastos (Figura 2). 
Introducción 
 
32 
 
 
Figura 2. Tipos celulares principales del tejido óseo. 
 
 Osteoblastos 
Los osteoblastos (OBs) son los principales responsables de la formación 
de hueso mediante la formación de matriz extracelular.  
A partir de las células madre mesenquimales se produce una 
diferenciación hacia la estirpe osteoblástica, condicionada por la presencia de 
estímulos locales como las proteínas morfogénicas óseas (BMP, bone 
morphogenetic proteins), factores de transcripción como RUNX2 y OSTERIX 
(Nishimura et al. 2012) o las proteínas Wnt (Kubota et al. 2009) (Figura 3). 
El factor de transcripción RUNX2 induce genes como la fosfatasa 
alcalina (FA), osteopontina, colágeno, osteocalcina, RANKL o la 
osteoprotegerina (OPG) (Komori 2010a), que como se verá más adelante 
forman parte de las principales rutas de regulación en la homeostasis ósea. La 
acción de los factores de la vía Wnt desencadena una cascada de señalización 
intracelular que libera ß-catenina, inductor final de la transcripción de genes 
implicados en la osteoblastogénesis (Yavropoulou and Yovos 2007) (ver 
epígrafe 0). 
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Figura 3. Control transcripcional de la diferenciación osteoblástica. La acción 
secuencial de los factores de transcripción RUNX2 y Osterix (Osx) es esencial para la 
diferenciación de los pre-osteoblastos a osteoblastos maduros (modificada de (Harada 
and Rodan 2003)). 
Una vez diferenciados, los OBs se encuentran en la superficie ósea, 
sintetizando la matriz. Algunas de estas células quedan aisladas, embebidas en 
su propia matriz, lo que provoca una serie de cambios morfológicos y 
funcionales que promueven su diferenciación a osteocitos o a célula de 
revestimiento (Franz-Odendaal et al. 2006). De la función de los OBs se 
desprenden marcadores de formación ósea, lo que constituye una herramienta 
para la detección del estado de formación de la matriz (ver epígrafe 1.1.2.2). 
La diferenciación de células mesenquimales a OB y su posterior 
maduración a osteocitos cursa con la activación, modulación y supresión de 
varios genes, y debe darse de forma coordinada y secuencial (Dallas and 
Bonewald 2010). Cada una de estas fases de diferenciación conlleva cambios 
profundos en la estructura, fenotipo y función de cada tipo celular. 
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 Osteocitos 
Los osteocitos son las células mayoritarias del tejido óseo y conservan la 
capacidad de sintetizar matriz ósea de los OBs de los que provienen. Además, 
juegan un papel clave como mecanosensores y reguladores de la homeostasis 
ósea pues son capaces de emitir prolongaciones digitiformes que se extienden 
a lo largo de la matriz, lo que les permite contactar con los osteocitos vecinos 
y los OB de superficie (Rochefort et al. 2010). 
Las características estructurales de los osteocitos varían según su edad. 
Un osteocito joven presenta características similares al OB, aunque ha sufrido 
una reducción de volumen, así como una disminución de los orgánulos 
encargados de la síntesis de proteínas. Sin embargo, un osteocito más viejo 
presenta, además de una reducción más drástica de estas estructuras, una 
acumulación de glucógeno en el citoplasma (Knothe et al. 2004; Hadjidakis 
and Androulakis 2006). 
 
 Células de revestimiento  
Las células de revestimiento presentan una forma aplanada y se disponen 
en forma de monocapa sobre superficies óseas inactivas recubiertas por matriz 
colágena no calcificada que ellas mismas sintetizan. Estas células de 
revestimiento tienen función de protección de las superficies óseas. 
Además, las células de revestimiento son capaces de sintetizar 
colagenasa que degrada parcialmente la matriz para ayudar al proceso de 
resorción por parte del osteoclasto y reinician la formación de hueso 
depositando una capa de matriz colágena no mineralizada (Manolagas 2000). 
 
 Osteoclastos 
Los osteoclastos (OCs) son las células encargadas de la resorción ósea. 
Son células multinucleadas de gran tamaño, debido a la gran cantidad de 
vacuolas que presentan en su citoplasma que utilizan para su función de 
degradación mediante el bombeo de protones y acidificación del medio 
(Väänänen et al. 2000). Este proceso de disolución de la matriz ósea libera a 
la circulación muchos productos procedentes de la degradación de la matriz 
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ósea. Estos productos se utilizan clínicamente como medidas indirectas de la 
resorción ósea en los seres humanos (ver epígrafe 1.1.2.2). 
Los OC provienen de células madre hematopoyéticas (Figura 4), 
concretamente de precursores del linaje monocito-macrófago (Boyle et al. 
2003). Para su diferenciación es necesaria la presencia del factor estimulador 
de colonias de macrófagos (M-CSF) y de RANKL (receptor activator of NF-
κB ligand), sintetizado por las células madre mesenquimales. La acción 
conjunta de estas dos proteínas atrae a las células madre permitiéndoles 
proliferar y expresar en la superficie celular el receptor RANK (receptor 
activador de NF-kB), un factor clave para la diferenciación del osteoclasto al 
interaccionar con RANKL (ver epígrafe 1.2.2.1) (Raggatt and Partridge 2010). 
Figura 4. Control molecular que se lleva a cabo en cada etapa de la diferenciación del 
linaje osteoclástico. [Modificada de (Arboleya and Castañeda 2013)]. 
1.1.2 Remodelado óseo 
El tejido óseo presenta una gran actividad metabólica y secretora y se 
encuentra en continuo proceso de remodelado. Entendemos por remodelado 
óseo el proceso por el cual el tejido viejo microdañado es reemplazado por 
hueso nuevo mecánicamente resistente a fin de preservar la fortaleza del 
tejido, adaptándolo al cambio en fuerzas biomecánicas (Manolagas 2000; 
Clarke 2008). 
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1.1.2.1 Regulación del remodelado óseo 
Este proceso se lleva a cabo por grupos de osteoclastos y osteoblastos 
que se coordinan en las llamadas “unidades multicelulares básicas” donde 
trabajan de manera balanceada.  
Aunque los OBs y OCs han sido los actores principales en el remodelado 
óseo, en los últimos años se ha descubierto el rol crucial que los osteocitos 
ejercen en la regulación de este proceso. Éstos actúan como sensores del 
remodelado detectando dónde es necesaria la resorción y produciendo 
diversos factores que determinan dónde debe producirse la activación de los 
precursores osteoclásticos, lo que desencadena el remodelado óseo (Bonewald 
2011; Khosla et al. 2012). 
Brevemente, el remodelado comienza cuando los pre-OCs activados se 
diferencian a OCs funcionales y comienza la fase de resorción de un pequeño 
volumen de tejido. Después, los OCs mueren por apoptosis y los OBs son 
atraídos a la zona y rellenan la zona erosionada con nuevo tejido (osteoide; 
fase de formación), que más tarde mineralizará. Cuando este proceso ha 
finalizado el hueso entra en fase de reposo (Figura 5). 
La vida media de la fase de resorción es de 1-3 semanas mientras que la 
de la fase de formación es de 1-3 meses. Debido a esta diferencia temporal, la 
eficiencia de los procesos debe ser similar, de manera que la cantidad de 
hueso formado y destruido sea compensado, a fin de mantener el nivel de 
masa ósea. El control de este proceso debe ser, como es lógico, 
extremadamente fino y exhaustivo, por lo que se establece una regulación a 
varios niveles (ver epígrafe 1.2). 
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Figura 5. Fases del ciclo de remodelado óseo. 
1.1.2.2 Marcadores bioquímicos de remodelado óseo 
La acción de las células óseas en el remodelado genera una serie de 
productos bioquímicos y metabolitos que se incorporan al torrente sanguíneo 
y nos proporcionan información para evaluar la tasa de formación o resorción, 
proporcionando detalles sobre el proceso de remodelado óseo. 
Estos marcadores del remodelado pueden dividirse en marcadores de 
formación o de resorción, aunque algunos marcadores pueden reflejar ambos 
procesos (Hlaing and Compston 2014) (Figura 6). 
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Figura 6. Principales marcadores bioquímicos de remodelado óseo. [Modificado de 
(Fohr et al. 2003)]. 
 
 Marcadores de formación ósea 
Los marcadores de formación ósea son producidos por los OBs o 
derivados del metabolismo del procolágeno tipo I. 
De entre los marcadores de formación ósea destaca la FA total, un 
enzima que se localiza en la parte exterior de la membrana celular de los OBs. 
Aunque se expresa en varios tejidos, su actividad total representa la suma de 
su actividad en hueso e hígado, y de manera más discreta, en el intestino. La 
FA se ve alterada por factores como la edad, el sexo y el estado hormonal.  
A pesar de que la FA resulta un buen parámetro para evaluar el recambio 
óseo, puede alterarse si la isoenzima hepática se encuentra incrementada 
debido a un proceso patológico (Weaver et al. 1997; Minisola et al. 1998). 
Dado que existe una alta correlación entre la FA total y la FA ósea (Takahashi 
and Kushida 1997), evaluar la isoenzima ósea de la FA se ha revelado como 
un buen marcador de formación (Naylor and Eastell 2012). 
La osteocalcina es una proteína específica del OB, que presenta gran 
afinidad por el calcio, siendo la proteína no colágena más abundante en el 
hueso. Al ser sintetizada, una parte se incorpora a la matriz, pero otra se vierte 
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a la circulación, lo que convierte a la osteocalcina en otro marcador 
importante, ya que es un metabolito que aumenta su nivel con la 
mineralización y diferenciación osteoblástica y se correlaciona con la 
formación de hueso. La osteocalcina sérica está aumentada en los niños, lo 
cual refleja la velocidad de crecimiento (Charles et al. 1985). 
Los OBs producen la molécula de procolágeno que al ser procesada, 
sufre una escisión de sus extremos amino y carboxi-terminal (PINP y PICP, 
respectivamente) resultando como producto final la propia molécula de 
colágeno. Los extremos escindidos pasan al torrente sanguíneo y pueden ser 
determinados como marcadores de actividad osteoblástica (Naylor and Eastell 
2012). 
 Marcadores de resorción ósea
Los marcadores de resorción ósea son, o bien los productos de 
degradación que se generan tras la actuación de los osteoclastos, o bien, los 
productos de degradación del colágeno. 
La fosfatasa ácida tartrato-resistente (TRAP) es un enzima lisosomal que 
tiene dos formas circulantes, de ellas TRAP5b es secretada únicamente por el 
osteoclasto. Se ha descrito que existe una correlación negativa entre los 
niveles séricos de TRAP5b y la densidad mineral ósea (Halleen et al. 1999). 
Respecto a los productos del de la degradación del colágeno tipo I, tras la 
rotura de la molécula hay una serie de metabolitos que pasan a la circulación. 
Algunos son aminoácidos modificados libres tales como la hidroxiprolina, la 
galactosil-hidroxilisina, la deoxipiridinolina (Dpy) y la piridinolina (Pyr), o 
unidos a péptidos, ya sea al segmento amino-terminal del colágeno (N-
telopéptido, NTx) o carboxi-terminal (C-telopéptido, CTx) (Bonde et al. 
1994). 
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1.2 Principales rutas y vías de señalización en la homeostasis ósea 
1.2.1 Regulación sistémica 
La regulación sistémica del remodelado óseo está controlada por una 
serie de hormonas, entre las que destacan las hormonas sexuales, la leptina, o 
las hormonas calciotropas (como la paratohormona (PTH) o el calcitriol (1,25-
dihidroxivitamina D3). 
La PTH es el regulador más importante en la homeostasis del calcio. Al 
disminuir los depósitos de calcio del organismo, ésta es secretada por la 
glándula paratiroidea. En el hueso, la PTH se encarga de estimular a los 
osteoblastos, que expresan RANKL y otras citoquinas, lo que promueve la 
diferenciación osteoclástica y, por ende, activa la resorción (Grey et al. 1999; 
Lee and Lorenzo, J 1999; Morony et al. 1999; Manolagas 2000; Henriksen et 
al. 2009). Así pues, la administración de PTH de forma continuada induce la 
resorción ósea de acuerdo con lo que se acaba de describir. 
Sin embargo, este comportamiento cambia si la administración de PTH 
es intermitente. En este caso la hormona presenta una función anabólica, 
promoviendo la formación de hueso mediante la síntesis de IGF-I y TGFβ y 
una disminución de la apoptosis de OBs, lo que sugiere un comportamiento 
dual complejo de la PTH y refuerza su papel clave en la regulación del 
remodelado óseo (Rubin et al. 2002). 
Por su parte, el calcitriol (1,25-dihidroxivitamina D3) es la forma activa 
de la vitamina D. Esta molécula es la encargada de regular la reabsorción de 
calcio a nivel renal e intestinal. En el hueso, se encarga de promover la 
diferenciación de OBs y la maduración de OCs, por lo que promueve la 
resorción ósea, todo en colaboración con la PTH (Manolagas 2000). 
Por último, la leptina es una hormona sintetizada por los adipocitos, que 
además de controlar el peso corporal y la reproducción, actúa como un potente 
inhibidor de la formación ósea (Gordon et al. 2004). 
 
1.2.1.1 Ruta endocrina del estrógeno 
La Densidad Mineral Ósea (DMO) va variando a lo largo de la vida 
(Figura 7). Durante la etapa de crecimiento la formación de hueso supera a la 
resorción, hacia los 30 años de edad se alcanza el pico de masa ósea y a partir 
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de este momento se produce una meseta durante algunos años en la que existe 
un equilibrio entre formación y resorción ósea. Tras este periodo, la tendencia 
se ve invertida, predominando la resorción, lo que hace que la masa ósea vaya 
disminuyendo con la edad. 
Figura 7. Evolución de la masa ósea en relación a la edad. [Modificada de (Hendrickx et 
al. 2015)]. 
La DMO total es siempre inferior en el caso de las mujeres, pero al 
finalizar la meseta, la pérdida es mucho más acusada en las mujeres debido a 
la deprivación estrogénica que ocurre en la menopausia. Este cambio 
hormonal provoca un desequilibrio e induce una activación del remodelado 
óseo, favoreciendo la resorción frente a la formación de hueso, lo que deriva 
en una mayor pérdida de masa ósea en esta etapa de la vida de la mujer. A 
este tipo de osteoporosis se la conoce como osteoporosis tipo I (Riggs et al. 
1998), y principalmente cursa con fracturas vertebrales. 
Los estrógenos son una pieza fundamental de la regulación de la 
homeostasis ósea, y su deficiencia está estrechamente asociada a la pérdida 
ósea y al desarrollo de osteoporosis postmenopáusica, y es que, tanto los OBs 
como los OCs, poseen receptores estrogénicos, por lo que son susceptibles a 
su acción (Khosla et al. 2012).  
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Se ha descrito que los estrógenos disminuyen la respuesta de los 
progenitores osteoclásticos a RANKL, impidiendo su diferenciación, y por 
tanto la resorción ósea y además contribuyen a la proliferación de los OBs y 
disminuyen su apoptosis (Hadjidakis and Androulakis 2006). 
Los estrógenos, además, regulan gran cantidad de citoquinas en el 
microambiente óseo, entre las que destacan IL-1, IL-6 y TNF (Figura 8). IL-1 
y TNF son dos citoquinas con un elevado poder resortivo a nivel local y, 
además, actúan como inhibidores de la formación ósea (Pacifici 1996). Está 
demostrado que existe una producción aumentada de IL-1 y TNF en mujeres 
osteoporóticas u ovariectomizadas y que estos niveles disminuyen si se 
administra estrógenos a las pacientes (Pacifici et al. 1987; Manolagas 2000). 
Estas dos citoquinas estimulan la proliferación de precursores 
osteoclastogénicos, y a su vez, inducen la expresión de otras citoquinas 
reguladoras de este proceso como RANKL, IL6 y MCSF (Hofbauer et al. 
1999). 
La IL-6, por su parte, es sintetizada por las células madre mesenquimales 
y OBs en respuesta a la deficiencia estrogénica, y actúa como un potente 
agente osteoclastogénico (Pacifi 1998). 
Estas tres citoquinas inducen resorción ósea y diversos estudios han 
demostrado que su expresión disminuye con la administración de estrógenos 
(Pacifici 1996; Manolagas 2000). 
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Figura 8. Representación esquemática de los efectos de las citoquinas y el estrógeno 
en la diferenciación y activación osteoclástica. En rojo se muestran los estímulos 
inductores y en azul los represores. [Modificada de (Pacifici 1996)]. 
1.2.2 Regulación en el microambiente óseo 
Hay vías de señalización estrechamente relacionadas a la regulación del 
microambiente óseo a nivel local. Las principales vías son el sistema 
RANK/RANKL/OPG y la vía Wnt/βcatenina. Además, la regulación a este 
nivel está sujeta a numerosos factores, como citoquinas y factores de 
crecimiento que actúan sobre las células óseas, regulando sus funciones 
(Tabla 1). 
La principal consecuencia de un aumento en los niveles de citoquinas 
promotoras de la resorción (por ejemplo IL-1, IL-3 o IL-6) es un incremento 
en el número de OCs y una mayor tasa de osteoclastogénesis, aumentando su 
actividad y su tiempo de vida medio (Pacifi 1998). Además, el incremento en 
los niveles de estas citoquinas también se acompaña de una inducción de una 
mayor actividad osteoblástica con el objetivo de intentar compensar la pérdida 
ósea que se está produciendo. Además del factor de necrosis tumoral alfa 
(TNFα), que está implicado en la diferenciación de los precursores 
monocíticos en pre-osteoclastos, y el factor estimulador de colonias de 
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macrófagos (M-CSF), que es un factor clave para la diferenciación del OC. 
(Grey et al. 1999; Katagiri and Takahashi 2002). 
 
Tabla 1. Factores reguladores del metabolismo óseo a nivel local. 
Estimulador Factor Función 
Formación IGF-1 
Estimula la formación de precursores OBs y la síntesis de 
matriz 
 IL-4 Inhibe maduración OCs 
 IL-10 Inhibe maduración OCs 
 IL-13 Inhibe maduración OCs 
 IL-12 Inhibe la osteoclastogénesis 
 IL-18 Inhibe la osteoclastogénesis 
 TGFβ 
Inhibe apoptosis de OBs, e induce la de OCs. Estimula 
síntesis de OPG 
 INFɣ 
Inhibe formación de OCs y estimula la producción de ILs 
anti-osteoclastogénicas. 
 
Óxido 
nítrico 
Inhibidor OCs. 
Resorción IL-1 Activador OCs maduros 
 IL-3 Estimula diferenciación de precursores de OCs 
 IL-6 
Estimula la formación de OCs, vía precursores 
hematopoyéticos. 
 IL-11 Estimula la producción de RANKL por OBs 
 M-CSF Estimula maduración de OCs 
 TNFα Estimula la diferenciación de OCs 
Dual BMP 
Estimulan la diferenciación de OBs y pueden estimular la 
resorción. Inducen la diferenciación de células del tejido 
conectivo a células osteoprogenitoras. 
 
Entre los factores promotores de la formación, además de las citoquinas 
IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18 e INFɣ, que inhiben la osteoclastogénesis, 
hay que destacar a las BMPs, que como ya se ha visto, regulan la 
diferenciación osteoblástica mediante la inducción de la expresión de factores 
de transcripción involucrados en la diferenciación del OB, y el TGF-β, que se 
trata de un factor implicado en la inhibición de la apoptosis osteoblástica y, 
además, estimula la apoptosis de los OCs por lo que favorece la formación 
ósea (Reyes García et al. 2008). 
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1.2.2.1 Sistema RANK/RANKL/OPG 
La aparición constante estas moléculas en epígrafes anteriores denota la 
importancia de este sistema en la regulación del remodelado óseo. 
La proteína RANKL (receptor activator of nuclear factor KB ligand) se 
expresa en la membrana de OBs y células madre mesenquimales en respuesta 
a inductores de la resorción ósea. La expresión de RANKL por los OBs 
coordina el remodelado óseo ya que inhibe la apoptosis de los OCs y estimula 
su diferenciación y activación induciendo así la resorción ósea. El receptor de 
membrana de esta proteína, RANK (receptor activator of nuclear factor KB), 
se expresa en los pre-OCs y en OCs maduros.  
Así, la unión de RANKL a su receptor, junto con M-CSF es una señal 
necesaria y suficiente para inducir la diferenciación y la activación de OCs 
(Manolagas 2000) (Figura 9). En pre-OCs esta unión favorece la 
diferenciación a OCs maduros, y en éstos, la unión induce la activación y 
prolonga la supervivencia. Se ha descrito que ratones deficientes en RANKL 
o su receptor, RANK, tienen mucha mayor masa ósea u osteopetrosis (Kong
et al. 1999). 
Más recientemente, se ha descrito que los osteocitos podrían tener un 
papel fundamental regulando el remodelado óseo en adultos por esta vía 
(Nakashima et al. 2011) ya que, en su apoptosis, los osteocitos liberan cuerpos 
apoptóticos que expresan RANKL para reclutar OCs (Bonewald 2011). 
La osteoprotegerina (OPG) es una proteína soluble que, en el hueso, es 
producida por los OBs y células de madre mesenquimales en respuesta a 
factores anti-resortivos (TGFβ, BMP, etc.), aunque se ha descrito que la 
mayor fuente de síntesis de OPG en la medula ósea son las células B (Li et al. 
2007a). La OPG es un receptor señuelo para RANKL, es decir, es capaz de 
unirse a RANKL y bloquear su unión a RANK (Simonet et al. 1997). El 
balance entre RANKL y OPG es clave a la hora de explicar si en un sistema 
predomina la osteoclastogénesis o la formación ósea (Figura 9). 
La deficiencia de OPG en modelos murinos, al contrario de lo descrito 
para RANK y RANKL, se presenta con una marcada pérdida ósea debido a 
una alta tasa de osteoclastogénesis, con numerosas fracturas de huesos largos 
y además calcificación arterial (Bucay et al. 1998). 
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Respecto a la regulación genética, tal como se muestra resumidamente 
en la Figura 9, cuando RANKL se une a su receptor RANK se activan varias 
vías de señalización intracelular que inducen la expresión de genes 
relacionados con la osteoclastogénesis. Tras la unión RANK-RANKL, la parte 
citoplasmática de RANK interacciona con las proteínas adaptadoras TRAFs 
(factores asociados al receptor de necrosis tumoral) (Armstrong et al. 2002). 
Las TRAFs inician la cascada de señalización a través de varias vías (NFkB, 
JNK, Src, etc.), siendo la vía NFkB quizás la más importante. NFkB se 
trasloca al núcleo y junto al complejo AP1, activado gracias a la estimulación 
de la vía JNK, inducen la expresión del factor de transcripción NFATc1, que 
debe traslocarse al núcleo para ejercer su función, vía activación de la 
calcineurina. Una vez en el núcleo NFATc1 induce la expresión de varios 
genes implicados en la maduración y actividad osteoclástica, como la TRAP, 
la catepsina K, el receptor de calcitonina y la integrina ß3 (Kearns et al. 
2008). 
La regulación de la expresión de RANKL y/o OPG en las células óseas 
está modulada por numerosos factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y 
fármacos. La regulación de la expresión de RANK, sin embargo, se ve 
mínimamente afectada por estos factores y se restringe fundamentalmente a 
las células inmunes (Theoleyre et al. 2004). 
Muchas moléculas modulan el sistema RANKL-OPG activando la 
expresión de RANKL y disminuyendo, en casi todos los casos, la expresión 
de OPG. En general, casi todas las moléculas que ejercen una función sobre el 
hueso lo hacen a través de interacciones con el OB ya que el OC carece de los 
receptores apropiados. Así, la mayoría de las hormonas calciotropas y 
citoquinas resortivas (calcitriol, PTH, IL-1, IL-6, TNFα) activan la expresión 
de RANKL en los OBs y disminuyen la expresión de OPG, favoreciendo por 
tanto la osteoclastogénesis y la resorción ósea. Sin embargo, esta situación 
puede ser revertida por la OPG cuya expresión se ve favorecida por la acción 
de citoquinas antiresortivas (INFγ, IL-4, etc.) y actúa inhibiendo la 
osteoclastogénesis inducida por RANKL (Kearns et al. 2008). Por tanto, la 
ratio OPG/RANKL es un factor determinante en el metabolismo óseo al 
inclinar la balanza hacia formación o resorción ósea. 
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Figura 9. Vía de señalización RANK/RANKL/OPG. Tras la activación de M-CSF, se 
produce la unión de RANKL a su receptor de membrana, lo que desencadena la 
activación de genes de diferenciación del OC. La OPG bloquea esta unión mediante la 
interacción con RANKL, inhibiendo la diferenciación de los OCs.  
1.2.3 Vía Wnt/βcatenina 
La vía de señalización Wnt es esencial en procesos como la 
embriogénesis o la regeneración de tejidos (Westendorf et al. 2004), pero su 
regulación abarca otros muchos procesos, como es el caso de la homeostasis 
ósea, ya que se encarga de regular la osteoblastogénesis y la formación de 
hueso (Kubota et al. 2009). 
La transducción de señal intracelular de la vía Wnt es compleja e incluye 
varias rutas. Quizá la más conocida sea la denominada ruta canónica, que 
comienza con la unión de los ligandos de Wnt a receptores de membrana 
compuestos por una proteína Frizzled  y un co-receptor LRP (lipoprotein 
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receptor-related protein). Se han descrito, al menos, diez miembros de la 
familia Frizzled, y numerosas proteínas LRP, con efectos antagónicos sobre la 
señalización de Wnt, si bien LRP5 y LRP6 son los miembros más conocidos 
de esta familia. 
Brevemente, cuando las proteínas Wnt se unen a Frizzled y LRP5/LRP6, 
la β-catenina es estabilizada y se libera de las proteínas con las que está 
normalmente unida en el citoplasma, traslocandose al núcleo, donde se 
acumula y activa a miembros de la familia de factores de transcripción 
LEF/TCF (LEF, lymphoid enhancer factor; TCF T-cell factor), lo que hace 
que éstos pasen de represores a activadores de la transcripción, lo cual 
conduce a un aumento en la diferenciación celular de OBs y células madre 
hematopoyéticas (Figura 10) (Luis et al. 2009). 
 
Figura 10. Esquema de la ruta de señalización Wnt. [Modificada de (Kahn 2014)]. 
Dada la importancia de la señalización mediante esta vía, las mutaciones 
para receptores de Wnt se asocian a cambios importantes en la DMO y en el 
riesgo de fractura. 
Como se ha visto, el papel de la proteína LRP5 es clave en la 
homeostasis ósea, ya que actúa como inductor de la diferenciación de OBs y 
se encarga de la inhibición de la apoptosis de OBs y osteocitos incrementando 
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los niveles de β-catenina. Las mutaciones de ganancia de función en el gen 
LRP5 causan un tipo de osteopetrosis autosómica dominante (Johnson et al. 
1997a), mientras que mutaciones de pérdida de función causa el síndrome de 
osteoporosis pseudoglioma caracterizado por una masa ósea baja y ceguera 
(Gong et al. 1996). 
Además, se han descrito factores que inhiben la señalización de esta vía, 
como Dkk-1 (Dickkorpf-1) que se unen directamente a LRP5, impidiendo la 
unión de Wnt, o la esclerostina, proteína secretada por los osteocitos, que 
bloquea la acción de Wnt a nivel de la membrana, lo que resulta en la 
inhibición de la osteoblastogénesis (Yavropoulou and Yovos 2007). 
1.3 Regulación del metabolismo óseo por el sistema inmune: 
Osteoinmunología 
La regulación de la homeostasis ósea está influenciada por tres sistemas: 
el óseo, el hematopoyético y el inmune, y la interacción de estos tres sistemas 
ha dado lugar a la aparición de una nueva disciplina de estudio que se ha 
denominado Osteoinmunología (Arron and Choi 2000). 
Cada vez más evidencias apoyan la hipótesis de la importancia de la 
interrelación entre estos sistemas, y aunque la procedencia de las células que 
los componen es diferente, existen influencias claras entre ellas debido a que 
se encuentran compartiendo nicho en la médula ósea. Así, las células 
formadoras de hueso (OBs), las células resortivas (OCs) y las células inmunes 
(principalmente linfocitos T y B, células dendríticas y monocitos), junto a sus 
precursores respectivos, comparten muchas citoquinas reguladoras, 
receptores, moléculas señalizadoras y factores de transcripción (Lorenzo et al. 
2008; Ralston and Uitterlinden 2010). 
El hueso juega un papel en la respuesta inmunitaria adaptativa que va 
más allá del desarrollo linfocitario. Entre otras muchas evidencias, los 
linfocitos T y B de memoria regresan a sus nichos especializados en la médula 
ósea (Walsh et al. 2006), y las células óseas expresan moléculas de superficie 
que son esenciales para la expansión de las células madre hematopoyéticas de 
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las cuales derivan todas las células de la sangre y del sistema inmune (Pacifici 
2010). 
El sistema inmunitario, por su parte, se encarga de regular en gran parte 
la homeostasis ósea vía el sistema RANK/RANKL/OPG tal como se ha 
descrito previamente (ver epígrafe 0). Si bien este sistema es fundamental, hay 
otras muchas evidencias de esta relación, como que células inmunes como los 
linfocitos T y B, así como algunas citoquinas (INFɣ o TNF) y otros factores, 
están implicados en la regulación del desarrollo y homeostasis de las células 
óseas (Pacifici 2010). De hecho, la pérdida de hueso es una constante en 
enfermedades autoinmunes e inflamatorias. 
Los OBs están estrechamente vinculados a las células del sistema 
hematopoyético, aunque no comparten linaje, mientras que los OCs tienen un 
origen mieloide que comparten con macrófagos y células dendríticas (Walsh 
et al. 2006). Además, las células madre mesenquimales de la médula ósea 
pueden diferenciarse a OBs u osteocitos. Finalmente, las células 
hematopoyéticas producen citoquinas y factores de crecimiento esenciales 
para el desarrollo de las células del hueso (Pacifici 2010), y, como ya se ha 
visto en el apartado 1.1.2.1, las citoquinas producidas por el sistema inmune 
regulan procesos como el remodelado óseo. 
 
 
1.3.1 Función del sistema CD40/CD40L en la regulación del 
metabolismo óseo 
El par de moleculas CD40/CD40L tiene una función muy relevante tanto 
en el sistema inmune como en el esquelético. CD40L (también conocido 
como CD154) se expresa transitoriamente en las células T activadas y su 
receptor, CD40, es expresado por las células presentadoras de antígeno, 
células progenitoras hematopoyéticas y células del linaje osteoblástico (Ahuja 
et al. 2003; Elgueta et al. 2009). 
Este sistema es fundamental en la diferenciación y activación de 
macrófagos, cambio isotípico de anticuerpos y la adqusición de memoria 
inmunológica por parte de las células B. Tnto es así, que se ha demostrado 
que ratones knockout para estas moléculas presentan una menor producción de 
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OPG y manifiestan signos de osteoporosis (Li et al. 2007a). Además, estudios 
previos del grupo han mostrado asociación de polimorfismos en el gen CD40 
con DMO (Pineda et al. 2008). 
1.3.2 Papel de la célula T en la homeostasis ósea 
Las células T, fundamentalmente aquellas que se localizan en la médula 
ósea, tienen un papel importante en la regulación del hueso, mediando a través 
de varios mecanismos tanto en la formación como en la resorción ósea. 
Estas células secretan citoquinas osteoclastogénicas como RANKL y 
TNFα, lo que provoca la pérdida de hueso en enfermedades inflamatorias, así 
como ligandos de la vía Wnt que activan la formación de hueso por parte de 
los OBs. Seguramente, estas funciones dependan del grado de diferenciación 
de las células T en cada caso (Pacifici 2017). 
Se ha descrito que las células T median en la respuesta a PTH, de hecho, 
las ratonas deficientes en células T no pierden masa ósea con la 
administración continua de PTH, lo cual apoya el papel regulador de la célula 
T en la respuesta osteoclastogénica a PTH. Esta regulación está mediada por 
el sistema CD40/CD40L (Gao et al. 2008). 
Además, se ha publicado que la ovariectomía provoca una pérdida de 
masa ósea que no afecta a las ratonas deficientes en células T (Cenci et al. 
2000) ni a ratonas deficientes en CD40L (Li et al. 2011). Sin embargo, esto ha 
sido puesto en duda por el grupo de Lee y cols., que comprobaron que la 
pérdida de hueso trabecular en diferentes modelos murinos de deficiencia de 
célula T era similar al modelo WT (Lee et al. 2006). 
Asimismo, la ovariectomía induce una activación de la célula T en la 
médula ósea promoviendo un incremento en la presentación antigénica. 
Además, los estrógenos regulan la producción de TNF por parte de las células 
T reprimiendo la producción de IL-7, un potente inductor de la destrucción de 
hueso (Pacifici 2012a), lo que sugiere el rol central de la célula T en la 
pérdida ósea por deficiencia estrogénica. 
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1.3.3 Papel de la célula B en la homeostasis ósea 
El papel de la célula B como regulador del metabolismo óseo ha 
trascendido al de productor únicamente de citoquinas reguladoras, 
demostrándose su implicación en muchos más niveles. 
La implicación de la célula B en la etiología de la osteoporosis 
postmenopáusica fue descrita por Miyaura y cols. en 1997. En este trabajo se 
describió que la deficiencia estrogénica aumenta la producción de células B 
vía estimulación de IL7. Asimismo, la producción de citoquinas por parte de 
los linfocitos B contribuye a la pérdida ósea inducida por la ovariectomía. 
Muchas células diferentes pueden producir RANKL, por lo que 
potencialmente todas ellas podrían regular el aumento de la osteoclastogénesis 
inducida por la deprivación de estrógenos. No obstante, se ha comprobado que 
ratones que carecen de RANKL en las células B, pero no en las células T, 
muestran una protección considerable contra la pérdida ósea, por lo que se ha 
sugerido que la producción de citoquinas por parte de las células B pueda 
estar implicada en la pérdida ósea tras ovariectomía (Onal et al. 2012). 
De la misma manera que ocurría para los ratones deficientes en 
CD40/CD40L, los ratones deficientes en células B muestran peor 
microarquitectura ósea y niveles más bajos de DMO que ratones normales. 
Esta deficiencia se asocia a una elevada tasa de resorción y menor síntesis de 
OPG. Ya hace una década que se describió a la célula B como principal fuente 
de OPG en la médula ósea (Li et al. 2007a), si bien no se han aportado nuevas 
evidencias en este sentido desde entonces. 
 
 
1.4 Caracterización del estado óseo. Fenotipos estudiados  
La caracterización del estado óseo se basa en el estudio de la resistencia 
del mismo, para lo que tradicionalmente la DMO ha sido el parámetro que ha 
determinado la definición del estado óseo. No obstante, la resistencia ósea no 
está limitada únicamente a la densidad que presente el hueso, sino que existen 
otras variables que influyen en el estado óseo, como la microarquitectura, la 
tasa de recambio o la mineralización, parámetros que determinan la calidad y 
por tanto la resistencia ósea (Figura 11). 
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Figura 11. Factores determinantes de la resistencia ósea [modificado de (Moorthi and 
Moe 2013)]. 
 Densidad mineral ósea (DMO)
La DMO está considerada el gold standard en el diagnóstico de 
osteoporosis y la predicción del riesgo de fractura en la práctica clínica, ya 
que una baja masa ósea supone un factor de riesgo fundamental para el 
desarrollo de fracturas óseas por fragilidad (Cauley et al. 2005). Esta 
determinación también se usa para monitorizar la tasa de ganancia en masa 
ósea cuando se instaura un tratamiento determinado. 
La determinación de la DMO se realiza fundamentalmente mediante una 
técnica denominada absorciometría dual de rayos X (DXA), una técnica no 
invasiva que se basa en la obtención de una imagen a partir de la ralentización 
que sufren los rayos X al atravesar el tejido óseo. Dado que la mayor parte de 
fracturas osteoporóticas se concentran en la columna lumbar y el cuello de 
fémur proximal, es en estas dos localizaciones donde se determina la DMO de 
forma general. La medición en la columna se suele realizar entre las vértebras 
L2 a L4, mientras que en el fémur se suelen realizar mediciones en el cuello 
femoral, en el trocánter y en el triángulo de Ward. 
La Organización Mundial de la Salud recomienda una clasificación 
clínica de la osteoporosis basada en las determinaciones de DMO en cadera, 
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columna y antebrazo tras expresarla como desviaciones estándar (DE). Uno de 
los parámetros analizados es el Valor T (T-score) y se calcula como la 
diferencia de DMO medida entre los pacientes y adultos jóvenes sanos de su 
misma raza y sexo. Se considera que las pacientes con un valor T≥-1 
presentan un estado óseo normal; -2.5<T<-1 se considera un estado de 
osteopenia y un valor T≤-2.5 es el nivel que se considera como osteoporosis 
(Blake and Fogelman 2009). 
 
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑇 =
𝐷𝑀𝑂 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎 − 𝐷𝑀𝑂 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑑𝑢𝑙𝑡𝑜𝑠 𝑗ó𝑣𝑒𝑛𝑒𝑠
𝐷𝐸 𝑎𝑑𝑢𝑙𝑡𝑜𝑠 𝑗ó𝑣𝑒𝑛𝑒𝑠
 
 
Dado que la DMO es un parámetro claramente ligado a la edad, es 
importante tenerla en cuenta en las determinaciones, por eso otra de las 
variables usualmente utilizadas es el Valor Z (Z-score), que compara los 
valores de DMO de los pacientes con aquellos de la población de su misma 
edad y sexo. 
 
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑍 =
𝐷𝑀𝑂 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎 − 𝐷𝑀𝑂 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑚𝑖𝑠𝑚𝑎 𝑒𝑑𝑎𝑑
𝐷𝐸 𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑚𝑖𝑠𝑚𝑎 𝑒𝑑𝑎𝑑
 
La limitación que presenta la DMO como parámetro es que no es un 
indicador instantáneo del recambio óseo, sino que refleja cambios ocurridos a 
lo largo del tiempo, de ahí la importancia de combinar su determinación con 
la de marcadores bioquímicos tradicionales y nuevos biomarcadores que 
pueden informarnos sobre el estado óseo en el momento presente. 
 
 Calidad ósea 
La calidad ósea, como se ha comentado previamente, engloba una serie 
de factores, tales como el remodelado, el cúmulo de lesiones (microfracturas), 
la mineralización y la geometría óseas. Pero, así como la DMO es 
cuantificable y nos permite establecer valores de normalidad, esto no ocurre 
con tanta facilidad en el caso de la calidad ósea, si bien hay aproximaciones 
que tratan de informar de ella. 
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El remodelado óseo es un proceso fundamental en la determinación de la 
calidad ósea debido a que está estrechamente ligado a la arquitectura, 
mineralización y la geometría del hueso. (Mellibovsky-Saidler and Díez-Pérez 
2006). La influencia del remodelado óseo en la calidad del hueso se basa en 
que interviene directamente en la correcta formación del mismo, de ahí que 
las alteraciones en el remodelado sean la causa de gran parte de osteopatías. 
La resistencia a las fracturas está influenciada en gran parte por el grado 
de mineralización. Los cristales de hidroxiapatita y fosfato proporcionan al 
hueso su rigidez y resistencia. La calidad de la mineralización viene 
determinada por la cantidad, grado de compactación y ordenación de los 
microcristales entorno a las fibras de colágeno. Dentro de los límites de la 
normalidad, el grado de mineralización se correlaciona con la dureza del 
tejido óseo y es inversamente proporcional a su fragilidad. Cuando existe un 
exceso de mineralización el hueso se vuelve más rígido y aumenta el riesgo de 
fractura (Mellibovsky-Saidler and Díez-Pérez 2006). 
Otro factor determinante de la calidad ósea es la composición de la 
matriz, tanto colágena como no colágena. La expresión de las variantes del 
gen del colágeno determina en buena medida esta composición (Mellibovsky-
Saidler and Díez-Pérez 2006). 
Así pues, el comportamiento dinámico del hueso viene determinado por 
tres niveles estructurales: macroestructura (geometría ósea), microestructura 
(disposición tridimensional de la trama ósea) y ultraestructura (composición y 
arquitectura a escala molecular) (Mellibovsky-Saidler and Díez-Pérez 2006). 
La determinación de la calidad ósea se basa en una serie de herramientas 
que nos aproximan parcialmente al conocimiento del estado real del hueso. 
Para evaluar el remodelado se dispone de la histomorfometría ósea mediante 
biopsia y la tomografía por emisión de positrones. La microarquitectura del 
hueso puede valorarse mediante la histomorfometría ósea, la resonancia 
magnética (RM) y la microtomografía computarizada (µCT) in vivo e in vitro, 
entre otros (Mellibovsky-Saidler and Díez-Pérez 2006). 
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1.4.1 Osteoporosis 
La osteoporosis es una enfermedad esquelética sistémica comúnmente 
asociada a la edad, que se caracteriza por una baja masa ósea y un deterioro en 
la microarquitectura del hueso, lo que está relacionado con un aumento de 
fracturas óseas por fragilidad (Kanis et al. 2013). Consecuentemente, la 
osteoporosis se relaciona con un nivel de mortalidad y morbilidad elevado, en 
especial en países desarrollados (Kanis et al. 2008a). Ésta es una patología 
multifactorial compleja que resulta de complejas interacciones entre factores 
de susceptibilidad genética y factores ambientales (Ralston and Uitterlinden 
2010; Kanis et al. 2013). 
 
 Epidemiología 
La osteoporosis es la enfermedad metabólica ósea más frecuente y 
aunque afecta a ambos sexos, el riesgo de aparición es más elevado en 
mujeres. La prevalencia de la enfermedad en Europa en pacientes mayores de 
50 años se estima en un 22% de las mujeres y en un 6.5% de los varones, 
aumentando hasta el 47.2% en mujeres mayores de 80 años (Hernlund et al. 
2013). Por tanto, según estos datos, es lógico encontrar un mayor índice de 
fracturas osteoporóticas en mujeres que en varones. 
 
 Etiopatogenia de la enfermedad  
Aunque la etiopatogenia de la osteoporosis es aún desconocida, existen 
una serie de factores de riesgo que están asociados a la aparición de la misma. 
Los factores de riesgo se pueden clasificar como modificables o no 
modificables. Entre los modificables se encuentran escasa actividad física, 
escasa ingesta de calcio, dieta hiperproteica, un consumo excesivo de alcohol 
o café, el tabaquismo y el uso de corticoides, inmunosupresores y 
anticoagulantes. Los no modificables incluyen la raza blanca, la edad, el sexo, 
la menopausia, el hipogonadismo, enfermedades endocrinas, reumatológicas, 
nutricionales o neoplasias, y los factores genéticos de predisposición. 
La importancia de los factores genéticos en la osteoporosis está fuera de 
toda duda. Ciertamente, hay abundantes evidencias obtenidas en estudios en 
gemelos, familiares y epidemiológicos que revelan una contribución genética 
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significativa a la variación fenotípica de la DMO. Efectivamente, se han 
descrito heredabilidades entre el 0.5 y 0.8 para fenotipos óseos como la DMO, 
la geometría ósea, el recambio óseo o las propiedades de ultrasonidos del 
hueso, y por supuesto, aunque algo menores para la fractura ósea (Ralston et 
al. 2006; Peacock et al. 2010; Ralston and Uitterlinden 2010). 
La osteoporosis es de naturaleza poligénica, con múltiples rutas génicas 
implicadas en su regulación, con contribuciones discretas de cada variante 
génica al fenotipo final. De hecho, la combinación de todas las variantes 
genéticas identificadas hasta el momento solo explica un porcentaje muy 
pequeño de la varianza fenotípica total de la DMO o fractura ósea. Esto ha 
llevado a los investigadores a buscar nuevas alternativas para explicar esta 
heredabilidad perdida, como en los mecanismos epigenéticos como 
mediadores en la interacción de los genes con el medio ambiente. 
La osteoporosis puede clasificarse en primaria (involutiva) o secundaria. 
La osteoporosis involutiva es la más frecuente e incluye a su vez tres 
subgrupos: la osteoporosis idiopática juvenil, que afecta a niños o adultos 
jóvenes de ambos sexos con función gonadal normal; la osteoporosis 
postmenopáusica o tipo I, que se produce en la mujer como consecuencia de 
la deficiencia estrogénica y conlleva una pérdida ósea acelerada que afecta 
principalmente al hueso trabecular y la osteoporosis senil o tipo II, que se 
produce en ambos sexos como consecuencia de la pérdida de masa ósea que 
se produce por el proceso de envejecimiento. Se considera osteoporosis 
secundaria la derivada de alguna otra enfermedad o tratamiento (Hermoso de 
Mendoza 2003). 
1.4.1.1  Osteoporosis postmenopáusica 
Tal como se ha visto en el apartado 1.1.2, la masa ósea aumenta con la 
edad hasta alcanzar el pico máximo de masa ósea en torno a la treintena, 
momento en el que se alcanza un equilibrio entre la formación y la resorción 
ósea. A partir de este momento se empieza a perder masa ósea a nivel del 
hueso trabecular de una manera controlada. Este equilibrio se mantiene hasta 
la cincuentena, momento en que se produce una disminución de la masa ósea 
también a nivel del hueso cortical y de una manera más acusada. 
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En las mujeres esta disminución es todavía más evidente debido a la 
perdida de estrógenos que se da durante la menopausia, ya que como se ha 
comentado en el apartado 1.2.1.1, la deprivación estrogénica tiene un papel 
fundamental al favorecer la resorción y fomentar la pérdida ósea. Esta pérdida 
es fundamentalmente de hueso trabecular, lo que acaba desencadenando el 
desarrollo de osteoporosis y favoreciendo la aparición de fractura ósea, 
principalmente vertebrales. 
 
1.4.2 Fractura por fragilidad 
La fragilidad se define como una condición clínica de vulnerabilidad que 
resulta de la degeneración relacionada con el envejecimiento (Li et al. 2017). 
La fractura ósea por fragilidad es considerada uno de los mayores problemas 
del sistema de salud, debido a su alta prevalencia en poblaciones envejecidas, 
su elevada morbi-mortalidad, su impacto físico y mental en los pacientes y su 
alto coste económico (Bliuc et al. 2009). 
Se calcula que en torno al 45% de mujeres de la UE mayores de 50 años 
sufrirá una fractura en los próximos 10 años (Kanis et al. 2013) y de estas, la 
fractura de cadera es la más incapacitante y de peor pronóstico (Kanis et al. 
2003). 
La osteoporosis es el factor de riesgo más conocido para el desarrollo de 
una fractura ósea por fragilidad, pero no es el único. La edad, el bajo peso 
corporal, la baja actividad física, la sarcopenia o el déficit de vitamina D, son 
algunos de ellos. 
Establecer, por tanto, un perfil de riesgo de sufrir una fractura por 
fragilidad es primordial, tanto para los pacientes potenciales como para la 
sostenibilidad de los sistemas de salud. 
En la actualidad, los clínicos disponen de una herramienta web 
denominada FRAX (http://www.shef.ac. uk/FRAX), que calcula la 
probabilidad de sufrir de una fractura mayor en el plazo de 10 años  
valiéndose de una serie de parámetros antropométricos y de estilo de vida del 
paciente, pudiendo incluso tener en cuenta la DMO (Kanis et al. 2008b). 
Las limitaciones del FRAX se basan en que esta herramienta no tiene en 
cuenta factores fundamentales como el número de fracturas previas, la 
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duración y dosis de tratamientos con glucocorticoides o la cantidad de tabaco 
o alcohol ingerido, entre otros factores (Hans et al. 2011). Además, el hecho
de que haya gran parte de las fracturas con valores normales de DMO hace 
patente la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores que ayuden a 
predecir con mayor rigor el riesgo de fractura por fragilidad. 
1.5 Genética de la osteoporosis y de la fractura ósea 
Las enfermedades multifactoriales son aquellas cuya etiología responde a 
factores ambientales, genéticos y epigenéticos. A pesar de que la osteoporosis 
tiene un claro componente genético, su modelo de transmisión es complejo, ya 
que, aunque puede haber un gran número de variantes genéticas implicadas en 
la aparición de estas patologías, ninguna de ellas es en sí misma suficiente 
para el desarrollo de la enfermedad, sino que todas contribuyen en modo 
aditivo. Los factores genéticos pueden además interaccionar entre sí o con el 
ambiente. Todo ello dota a las enfermedades complejas en general, y a la 
osteoporosis en particular, de características que las definen, tales como gran 
heterogeneidad clínica, expresividad variable y penetrancia incompleta. 
Para la identificación de los factores genéticos implicados en las 
enfermedades multifactoriales existen varios tipos de estudio. A fin de 
encontrar los genes reguladores subyacentes de susceptibilidad a baja masa 
ósea y osteoporosis se han usado varias estrategias, como estudios de gen 
candidato con hipótesis previa, estudios de asociación a lo largo del genoma 
(GWAS) sin hipótesis previas, y estudios funcionales (Ralston and 
Uitterlinden 2010). 
La aproximación principal son los estudios de asociación genética, ya 
que constituyen la herramienta más potente para detectar variantes de 
susceptibilidad con un efecto débil. Estos estudios se basan en la búsqueda de 
desequilibrios de ligamiento, presentándose una variante genética con mayor 
frecuencia en un grupo afectado frente a uno de no afectados dentro de la 
misma población, o bien asociándose a mayores o menores niveles en una 
característica cuantitativa. 
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Dada la incapacidad de las variantes genéticas encontradas hasta la 
actualidad para explicar la variabilidad fenotípica que se presenta en estas 
patologías, en los últimos años se ha comenzado a explorar la implicación de 
la Epigenética en la homeostasis ósea. Entendemos como Epigenética todos 
aquellos cambios que no afectan a la secuencia de bases del ADN y que son 
traducidos como patrones de expresión génica específicos (Berdasco and 
Esteller 2010). Estos cambios son, por tanto, heredables y se cree que estas 
marcas pueden ser las responsables de distintos fenotipos cuando existe un 
genotipo común. 
 
1.5.1 Estudios de asociación genética 
Los estudios de asociación genética consisten en identificar variantes 
genéticas cuyos alelos muestren distinto grado de relación con la magnitud 
(cuantitativa o cualitativa) de un fenotipo óseo estudiada. Estas variantes 
genéticas son, por lo general, cambios de una sola base que se presentan en la 
población en una proporción mayor al 1%, y las denominamos polimorfismos 
de un nucleótido simple (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), aunque 
generalmente en este tipo de estudios solo se consideran las variantes cuya 
frecuencia del alelo menor (MAF, minor allele frequency) sea mayor del 5%. 
Estos cambios generalmente tienen un impacto mínimo sobre los sistemas 
biológicos, sin embargo pueden tener consecuencias funcionales cuando 
provocan un cambio de aminoácido, cambios es la estabilidad de mensajeros, 
cambios en la afinidad por el sitio de unión de un factor de transcripción, o 
cambios en sitios susceptibles de metilación (Bush and Moore 2012). 
En general, los resultados obtenidos hasta la fecha, señalan a genes 
pertenecientes a unas pocas rutas biológicas: la señalización Wnt/β-catenina, 
ruta endocrina de los estrógenos, la ruta RANKL/RANK/OPG, la ruta de 
osificación del hueso, la de diferenciación de las células madre 
mesenquimales, la de diferenciación de osteoclastos y la ruta de TGFβ 
(Transforming Growth Factor beta) (Richards et al. 2008; Rivadeneira et al. 
2009; Styrkarsdottir et al. 2009; Estrada et al. 2012; Hsu and Kiel 2012). 
Muchas de las variantes significativas detectadas en estudios globales son 
nuevas y de relación con el hueso todavía desconocida. 
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1.5.1.1 Estudios de gen candidato 
La aproximación de estudio a partir de hipótesis previas con genes 
candidatos supone una buena aproximación para el estudio de la asociación de 
genes a DMO. En este tipo de estudio se analizan variantes polimórficas en 
genes que por su función podrían estar relacionados con los procesos 
implicados en la pérdida de masa ósea y la aparición de fenotipos óseos 
patológicos. En nuestro caso los genes candidatos son aquellos genes que 
regulan el metabolismo óseo y citoquinas cuya implicación en el metabolismo 
óseo es bien conocida desde hace tiempo (Ralston and Uitterlinden 2010). 
Este tipo de aproximación tiene una serie de limitaciones obvias, como el 
coste elevado, el bajo poder estadístico, yque sólo se explica un porcentaje 
muy pequeño de la varianza fenotípica total (Uitterlinden et al. 2006; Ralston 
and Uitterlinden 2010). No obstante, estos estudios proveen a la comunidad 
científica de la habilidad de trabajar sobre hipótesis previas. Para paliar la 
limitación del bajo poder estadístico debido al pequeño tamaño muestral, hay 
organismos como el Consorcio GENOMOS (http://www.genomos.eu/) que 
han realizado estudios de genes candidatos a gran escala (Alonso and Ralston 
2014). 
Mediante este tipo de aproximación se han estudiado unos 150 genes 
candidatos, de los cuales los más estudiados a día de hoy son el gen del 
receptor 1 de estrógenos (ESR1), el gen para el colágeno tipo I-alpha-1 
(COL1A1) y el gen para el receptor de la vitamina D (VDR), para los que se ha 
establecido una clara asociación a DMO (Ralston 2002; Colin et al. 2003; Jin 
et al. 2009; Rivadeneira et al. 2009). 
Otros genes estudiados son el gen para el receptor del péptido 
relacionado con la PTH (prPTH ) (Zelzer and Olsen 2003; George et al. 
2014), el gen de la IL-6, el del TGF-β1 (Ralston 2003), el gen que codifica 
para el receptor de leptina, el de la osteoprotegerina, TNF-α o LRP5 (Gong et 
al. 2001; Baldock and Eisman 2004), entre otros. 
1.5.1.2 GWAS 
El desarrollo de nuevas técnicas de genotipado, la mejor caracterización 
de las cohortes de pacientes y el avance en el proyecto HapMap (2003) 
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permitió llevar a cabo proyectos de genotipado a gran escala a nivel de 
genoma completo (GWAS, genome-wide association study). 
Los GWAS son estudios de asociación en los que no se parte de una 
hipótesis previa y en general se estudian miles de individuos. Para ello se 
genotipan centenares de miles de variantes genéticas dependiendo del tipo 
microarray. Gracias a esta aproximación a gran escala, se puede encontrar la 
asociación de variantes genéticas repartidas por todo el genoma e identificar 
rutas biológicas relacionadas con la enfermedad totalmente insospechadas a 
priori. Este tipo de estudio aumentó exponencialmente el número de genes 
asociados a osteoporosis y fenotipos óseos, postulándose como importantes 
rutas de regulación del metabolismo óseo las vías de señalización Wnt/β-
catenina, RANK-RANKL-OPG o la de GPR98, entre otras (Urano and Inoue 
2014a). 
A pesar de las ventajas que ofrece esta aproximación a gran escala, el 
porcentaje de la varianza fenotípica total que se ha logrado explicar hasta 
ahora mediante los loci descubiertos en los GWAS es muy pequeño para 
prácticamente todas las patologías complejas y en particular para la 
osteoporosis.  
En este sentido se han realizado varios estudios a gran escala a fin de 
caracterizar esa heredabilidad perdida. El estudio más amplio realizado a día 
de hoy analizó 56 GWAS de asociación con DMO, realizando un meta-
análisis. Este estudio reveló que los genes asociados explicaban menos del 6% 
de la varianza genética total (Hsu and Kiel 2012). 
La explicación para esta heredabilidad perdida podría encontrarse en una 
heterogeneidad genética, la influencia de variantes raras (Figura 12), 
variaciones estructurales, variaciones epigenéticas, interacciones entre genes o 
interacciones gen-ambiente (Manolio et al. 2009). 
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Figura 12. Odds ratio para cada posibilidad de identificación de variantes genéticas 
por el riesgo alelo frecuencia y la fuerza de efecto genético [modificado de (Manolio et 
al. 2009)]. 
1.5.1.3 Importancia de la replicación de los estudios de asociación 
En los estudios de asociación, particularmente en la aproximación de 
genoma completo, la variante causante permanece por lo general sin 
identificar, por eso es importante replicar los resultados en múltiples cohortes 
para descartar falsos positivos. 
Sin embargo, la fuerza de la asociación de una variante determinada a un 
fenotipo muestra una alta heterogeneidad entre diferentes estudios, incluso 
entre estudios llevados a cabo en poblaciones aparentemente similares 
(Ioannidis et al. 2001).  
Por este motivo, la replicación de los resultados de asociación en 
cohortes diferentes supone un paso fundamental, ya que, de esta forma, se 
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refuerza mucho la significatividad de los resultados originales (Uitterlinden et 
al. 2006). 
 
 
1.5.2 Regulación epigenética en la homeostasis ósea 
La Epigenética es una disciplina relativamente reciente que debe su auge 
a los estudios en el campo de la Oncología, ya que gran parte de las 
desregulaciones de genes que se dan en cáncer tienen que ver con procesos 
epigenéticos (Martín-Subero and Esteller 2017). 
Este campo de estudio intenta explicar la transmisión de fenotipos 
estables sin alteración de la secuencia de ADN, que se producen como 
resultado de una interacción del genoma con el ambiente interno y externo 
(Martín-Subero and Esteller 2017). Para ello se depositan unas marcas 
epigenéticas en la cromatina y estas pueden ser distintas y dar distintos 
fenotipos aun tomando como base un genotipo común. Estas marcas permiten 
a las células activar o reprimir la expresión génica bajo determinadas 
condiciones ambientales, por lo que si desparece el estímulo inductor, las 
marcas pueden desaparecer (Figura 13). 
Entre los mecanismos epigenéticos destacan fundamentalmente la 
metilación del ADN, la modificación de histonas, el remodelado de la 
cromatina y los microRNAs (miRNAs) (Guil and Esteller 2009). 
La metilación del ADN es posiblemente la marca epigenética más 
estudiada y está asociada al silenciamiento transcripcional. La metilación del 
ADN consiste en la adición de un grupo metilo al carbono 5 de la citosina de 
los dinucleótidos CpG (5mC), catalizado por una ADN metiltransferasa 
(Berdasco and Esteller 2010). Los sitios CpG no están distribuidos al azar a lo 
largo del genoma, sino que siguen un patrón determinado (Daniel et al. 2011). 
Existen además unas regiones con una alta concentración de sitios CpG, 
denominadas islas CpG y normalmente se encuentran en las regiones 
promotoras de los genes codificantes para proteínas (Ghayor and Weber 
2016). 
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Figura 13. Principales mecanismos epigenéticos. 1) Los grupos metilo unidos a las 
cisteínas de las islas CpG regulan la actividad génica. Por lo general, la metilación 
inhibe la expresión del gen. 2) Los grupos unidos a las colas de histonas determinan, 
en última instancia, la estructura de la cromatina y por tanto la actividad del ADN 
flanqueante. 3) El remodelado de la cromatina favorece o dificulta la disponibilidad 
de ciertas regiones del ADN para la transcripción (modificado de (Rajender et al. 2011)). 
Aunque se ha visto que en torno al 60%-80% de sitios CpG del genoma 
están metilados, fundamentalmente para dar estabilidad a la cromatina, en las 
islas CpG este porcentaje es muchísimo menor, permaneciendo por lo general 
como zonas sin metilar (Bird 2002), de hecho, la metilación de estos sitios en 
general se asocia al silenciamiento transcripcional del gen. Existen dos 
mecanismos aceptados para explicar este efecto. Por una parte, la 5mC inhibe 
la unión de ciertos factores de transcripción que contienen  secuencias CpG en 
sus sitios de reconocimiento (por ejemplo: E2F, CREB, o NFkB, entre otros). 
Por otra parte, siendo el mecanismo más general, existen proteínas que 
reconocen específicamente CpGs metiladas y reclutan co-represores de la 
cromatina tipo histonas desacetilasas como por ejemplo MeCP2, o MBD1, 
entre otras (Delgado-Calle et al. 2012). 
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Diversos estudios han sugerido que la metilación del ADN pueda estar 
jugando un papel fundamental en la diferenciación osteoblástica. Además, es 
importante en la comunicación entre el OB y el OC, afectando a genes tanto 
activadores como represores de la actividad osteoclástica, y modula la 
transición OB-osteocito, por lo que su implicación en la regulación de la 
homeostasis ósea es más que evidente (Ghayor and Weber 2016). 
Otro mecanismo de regulación de la expresión génica es la modificación 
química de histonas. En eucariotas, el ADN está acomplejado con histonas, lo 
que le confiere compactación y lo organiza en nucleosomas. Estas 
modificaciones se localizan en la cola de las histonas, la porción N-terminal 
que está accesible hacia el exterior del nucleosoma y es la que interacciona 
con el ADN. 
La modificación química de histonas, que se ha venido en denominar 
código de histonas, tiene como objetivo el de modificar el estado de la 
cromatina hacia el estado de heterocromatina, estado más denso y compactado 
y menos accesible a la unión de factores de transcripción, o hacia la 
eucromatina, que por el contrario es la forma accesible y transcripcionalmente 
activa. Podemos dividir, por tanto, estas modificaciones entre las que 
favorecen la transcripción como la acetilación o la metilación de la arginina y 
de algunas lisinas (H3K4 y la H3K36), y las que se relacionan con la 
represión como la metilación de las lisinas H3K9 y H3K27. Otras 
modificaciones como la fosforilación, la ubiquitinación, y la sumolización 
tendrían efectos diversos (Delgado-Calle et al. 2012). 
Estas marcas son mutuamente excluyentes para un residuo de 
aminoácido dado (p.e. la lisina 9 de la histona 3 [H3K9] puede ser acetilada o 
metilada, pero no ambas cosas). Un desafío importante de la era postgenómica 
es entender su efecto tanto individual como combinado sobre la expresión 
génica (Brookes and Shi 2014). 
El remodelado de la cromatina es un proceso asistido por enzimas para 
facilitar el acceso al ADN nucleosómico mediante el remodelado de la 
estructura, composición y posicionamiento de los nucleosomas, 
desenrollamiento transitorio del ADN o la formación de lazos de ADN. Como 
consecuencia de estos cambios se produce una regulación del acceso al ADN 
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de las proteínas que interaccionan con él. Este proceso sucede en paralelo a la 
modificación de histonas y/o factores de transcripción. Los remodeladores de 
cromatina, en general, hidrolizan ATP para realizar su función (Brookes and 
Shi 2014). 
Gran parte del ARN transcrito no es traducido a proteínas, es lo que se 
conoce como ARN no codificante y juega un papel fundamental en la 
regulación génica a nivel transcripcional y post-transcripcional. De entre estos 
ARNs no codificantes destacan los micro-RNAs (miRNAs) que presentan 
entre 20-24 nucleótidos de longitud y están involucrados en las funciones 
biológicas normales que incluyen proliferación y apoptosis (Bartel 2004). 
Estos miRNAs en general se encargan de regular negativamente la 
expresión génica modulando directamente la expresión de los ARN 
mensajeros mediante la formación de complejos de silenciamiento inducidos 
por ARN (RISC, RNA-induced silencing complex), lo que conduce a la 
represión traduccional o incluso a la escisión del ARN mensajero diana (He 
and Hannon 2004) (Figura 14). 
Figura 14. Esquema del proceso de síntesis de un miRNA. 
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Brevemente, las RNA polimerasas II y III transcriben, a partir del ADN, 
un miRNA primario (pri-miRNA) de unos 0.5-7kb. Este pri-miRNA se pliega 
en una estructura de horquilla única o múltiple y esta estructura es escindida 
por la enzima Drosha, una RNAsa nuclear. De esta escisión se obtiene un 
fragmento largo y uno más corto (de unos 60-70 nucleótidos). Este último se 
llama miRNA precursor (pre-miRNA) y es el segmento transportado a través 
de la membrana nuclear por parte de la Exportina 5. 
Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA sufre una nueva escisión por 
parte de una segunda RNAsa denominada Dicer. De este proceso se obtienen 
el miRNA maduro de unos 20 nucleótidos, que es incorporado al complejo 
RISC que contiene proteínas de la familia denominada Argonauta que se unen 
al miRNA. El complejo RISC se encarga de degradar la otra hebra del dúplex. 
La formación de este complejo tiene como objetivo reprimir la expresión 
del ARN mensajero. El complejo RISC se une a determinadas secuencias de 
la región 3’ UTR del ARN mensajero diana pudiendo inhibir su traducción o 
bien degradar el propio mensajero, en función de la complementariedad entre 
el miRNA y su diana (Bartel 2004). 
Cada miRNA puede tener múltiples genes diana, y cada gen puede, a su 
vez, estar regulado por más de un miRNA. Aunque aún no están del todo bien 
caracterizados, ya se han descrito más de 2500 miRNAs en humanos (Bracken 
et al. 2016), y va en aumento ya que se ha estimado que los miRNAs puedan 
estar implicados en la regulación del 60% de los genes codificantes (Friedman 
et al. 2009). 
Las investigaciones en los últimos años están prestando cada vez más 
atención a las alteraciones en los mecanismos epigenéticos que subyacen no 
solo en procesos neoplásicos, sino también en otras patologías complejas 
(Brookes and Shi 2014). En el caso de los miRNAs, la primera relación entre 
la desregulación de sus niveles y la patología se llevó a cabo en leucemia de 
células B (Calin et al. 2002). Así pues, se están estudiando los niveles de 
miRNAs circulantes como biomarcadores de varios tipos de cáncer. Esto ha 
revelado su importancia diagnostica y su potencial de pronóstico (Kosaka et 
al. 2010).  
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El papel de estos miRNAs en enfermedades esqueléticas no se conoce 
aún en profundidad, aunque las funciones de algunos de ellos y la 
desregulación de los mecanismos mediados por miRNAs están emergiendo 
como un factor patológico importante tanto en la regulación normal como en 
la patología ósea (Lian et al. 2012). 
1.5.3 Caracterización funcional de las variantes genéticas 
asociadas a DMO 
Las variantes genéticas que han sido identificadas como asociadas a 
fenotipos óseos pueden ser, o no, una de las causas biológicas de la 
asociación. Por tanto, siempre son necesarios los estudios funcionales para 
explorar la posible función de las variantes asociadas detectadas. Así, para 
variantes situadas en los exones, la tarea es relativamente sencilla, teniendo en 
cuenta que es muy simple determinar si la variante altera la secuencia de 
aminoácidos de la proteína. En cualquier caso, el cambio de un aminoácido no 
lleva implícito un cambio en la función y también se deberían realizar 
estudios funcionales. La dificultad aumenta considerablemente cuando se 
quiere definir mecanismos funcionales para alelos de pequeño efecto, 
fundamentalmente porque la variante causal es difícil de identificar. 
En el caso de la aparición de variantes asociadas que se encuentran en 
intrones, promotores, o regiones intergénicas se recurre a la búsqueda en bases 
de datos como ENCODE (http://www.genome.ucsc.edu/encode/), que 
construye una lista de elementos reguladores funcionales del genoma humano. 
A pesar de la utilidad de estas bases de datos, la importancia de las variantes 
genéticas puede diferir entre los diferentes tipos de células, y los datos sobre 
las células óseas son aún pobres, por lo que se debe recurrir a estudios 
funcionales in vitro (Alonso and Ralston 2014). 
Existen múltiples aproximaciones para caracterizar la funcionalidad de 
un alelo de efecto pequeño sobre el fenotipo. Los estudios in silico, por 
ejemplo, que se basan en el uso de herramientas predictoras de los efectos de 
la variante genética sobre la estructura de la proteína o estudios basados en la 
biología celular (expresión de diferentes variantes in vitro, estudios “knock-
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in”, etc.). Otra posibilidad serían los estudios del efecto de los alelos sobre la 
expresión génica in vivo, o bien aproximaciones sencillas para determinar la 
funcionalidad como los ensayos EMSA y de gen reportero (Ralston and 
Uitterlinden 2010). 
2. HIPÓTESIS Y
OBJETIVOS 
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La osteoporosis y su consecuencia clínica más grave, la fractura ósea, 
constituyen un grave problema de salud pública mundial. La osteoporosis es 
especialmente prevalente entre mujeres postmenopáusicas a causa de la 
deficiencia de estrógenos, que rompe el equilibrio entre formación y resorción 
ósea a favor de ésta última. Como se ha visto, la regulación de la homeostasis 
ósea se lleva a cabo a través de diversas rutas y es llevada a cabo por varios 
sistemas, entre los que destaca el Sistema Inmune. 
La osteoporosis es una patología multifactorial con un componente 
genético aún mal caracterizado, y es que globalmente aún no se explica más 
del 10% de la varianza fenotípica total, a pesar de que se han realizado 
costosos estudios de asociación a gran escala y meta-análisis. Para caracterizar 
esta heredabilidad perdida se necesitan nuevas aproximaciones genéticas al 
estudio de la osteoporosis, como son el estudio de variantes raras y 
estructurales, el estudio de la interacción gen-gen o gen-ambiente, así como 
estudios de los mecanismos epigenéticos que puedan estar influyendo en esta 
varianza fenotípica. 
Nuestra hipótesis es que existen todavía decenas de genes por 
caracterizar asociados a estos fenotipos óseos que pueden identificarse desde 
el campo de la osteoinmunología y a través de modelos animales y celulares 
mediante aproximaciones traslacionales. Destacar también la importancia de 
los mecanismos epigenéticos, principalmente metilación del ADN y perfiles 
de miRNAs, para ayudar a explicar esta heredabilidad perdida y para la 
obtención de biomarcadores de estos fenotipos óseos. 
Los objetivos generales de esta Tesis Doctoral van dirigidos a aclarar 
los mecanismos genéticos que regulan la aparición de la osteoporosis 
postmenopáusica, así como los factores séricos y genéticos de susceptibilidad 
que subyacen a la fractura por fragilidad, intentando esclarecer el papel del 
sistema CD40/CD40L en estos procesos. 
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Son objetivos específicos: 
 
1. Diseñar modelos animales y celulares que permitan la identificación 
de nuevos genes candidatos para su estudio traslacional en el humano. 
 
2. Caracterizar nuevos genes asociados a Densidad Mineral Ósea 
(DMO) mediante el análisis de genes candidatos seleccionados a partir de 
datos previos, genes del sistema inmune o implicados en la homeostasis 
ósea o bien genes obtenidos a partir de nuestros modelos animales o 
celulares. 
 
3. Estudiar la funcionalidad de las variantes génicas asociadas a DMO, 
mediante la cuantificación de la expresión génica dependiente de alelo y el 
grado de metilación de regiones reguladoras. 
 
4. Esclarecer el papel del sistema CD40/CD40L en la producción de 
osteoprotegerina (OPG) y la posible implicación de la célula B en este 
proceso. 
 
5. Identificar nuevos biomarcadores asociados al riesgo de fractura por 
fragilidad, mediante la caracterización de su perfil bioquímico y de 
miRNAs. 
 
 
3. METODOLOGÍA
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Para facilitar la lectura de este trabajo de Tesis Doctoral se han usado 
abreviaturas comúnmente aceptadas en el ámbito científico, generalmente el 
acrónimo o siglas en inglés. El significado de estos términos puede ser 
consultado en el apartado “Abreviaturas”. Se ha optado por emplear el 
vocablo inglés para terminología específica, en aquellos casos en que su uso 
está extendido y/o su uso ayuda a la comprensión del texto. 
Respecto a los reactivos utilizados, de no especificarse lo contrario, se 
entenderá que han sido adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Luis, Misuri, 
EEUU). 
3.1  Poblaciones de estudio 
En el presente trabajo de Tesis Doctoral se han estudiado dos cohortes de 
mujeres diferentes. La primera de ellas, que se ha denominado “Cohorte 
Densidad Mineral Ósea” o “Cohorte DMO”, se estableció en 2005, momento 
a partir del cual se comenzó a reclutar mujeres que acudían a la Unidad de 
Menopausia del Hospital Clínico Universitario de Valencia solicitando 
servicios de salud relacionados con el climaterio y a la cual, a día de hoy, 
todavía se siguen incorporando mujeres desde esta consulta. Esta cohorte 
reclutó asimismo mujeres de la Consulta de Menopausia del Hospital 
Universitario Dr. Peset de Valencia durante los años 2012-2016 que 
representan el 20% de la cohorte. 
La otra cohorte que se ha estudiado en el presente trabajo es la que se ha 
denominado “Cohorte Fractura”, establecida en 2012 a partir de mujeres 
intervenidas en el Hospital Clínico por una fractura de cuello de fémur por 
fragilidad (pacientes consideradas “casos” en esta cohorte), o bien debido a 
cirugía de reemplazo de la cadera por una coxartrosis (pacientes “controles”). 
En el presente trabajo se incluyen estudios realizados a lo largo de estos 
últimos años, por lo que el tamaño muestral puede variar en cada estudio 
particular como consecuencia de la entrada continua de mujeres a la cohorte, 
así como por la adición de nuevos datos a la misma. Por este motivo, se 
presenta primero una descripción completa de las cohortes generales, siendo 
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luego especificadas las distintas variables y características en las cohortes 
particulares de cada uno de los estudios presentados. 
 
3.1.1  Cohorte DMO 
La Cohorte DMO está compuesta por 1166 mujeres de ascendencia 
española, residentes en Valencia, que fueron reclutadas consecutivamente 
desde 2005 hasta la actualidad al solicitar servicios de salud relacionados con 
el climaterio en distintas Unidades de Menopausia. La mayoría de ellas (N= 
819) se reclutaron entre 2005-2009 en el Hospital Clínico, y las restantes (N= 
347), en el Hospital Dr. Peset. Ambos centros se ubican en la capital y cubren 
un área urbana de clase media (ANEXO I). 
El procedimiento de reclutamiento ha sido idéntico desde que se 
iniciaron los estudios. Dada la naturaleza de la consulta, las mujeres acudían a 
la misma por problemas relacionados con el climaterio, por lo que, tal y como 
se verá más adelante, las mujeres de nuestra cohorte muestran, en general, un 
estado óseo normal para su edad. Durante la consulta se les explicó 
detalladamente en qué consistían los estudios y se les invitó a participar en los 
mismos. 
A las mujeres participantes se les proporcionó un consentimiento 
informado, con el que tomaron conciencia de los ensayos que se estaban 
llevando a cabo y de que cedían sus muestras para este fin, dando también su 
consentimiento para que éstas pudieran ser utilizadas en el futuro en nuevos 
estudios del grupo relacionados con la salud femenina. 
Ya que el desarrollo del presente trabajo de Tesis Doctoral ha estado 
ligado a varios proyectos de investigación, durante el mismo se han utilizado 
varios modelos de consentimiento informado, siendo todos ellos aprobados 
por el Comité Ético de Investigación Clínica del Instituto de Investigación 
Sanitaria (INCLIVA), de tal manera que, si las mujeres lo consideraban 
oportuno, aceptaban, mediante la firma del mismo, su participación en la 
investigación. Se puede consultar el consentimiento informado del último 
proyecto FIS en el ANEXO II. 
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Todas las mujeres participantes se sometieron a una exploración física 
rutinaria, así como a una analítica general básica, determinándose que todas 
ellas fueran mujeres sanas. Además, debía tratarse de pacientes no bebedoras, 
considerándose como tal si no tomaban alcohol o lo hacían moderadamente 
con las comidas (menos de 5g/día). Por otra parte, se les realizó una entrevista 
en la que se les preguntaba por cuestiones relativas a la osteoporosis y/o 
medicación. 
Una vez incluidas en el estudio, lo primero fue caracterizar su estatus 
menopaúsico para lo que se establecieron los criterios que figuran en la Tabla 
2. 
Tabla 2. Criterios de clasificación de las mujeres según su estatus menopáusico. 
PRE-
MENOPÁUSICA 
PERI-
MENOPÁUSICA 
POSTMENOPÁUSICA 
Natural Quirúrgica 
Menstruación 
normal o lapso de 
tiempo de 
amenorrea inferior 
a los 6 meses. 
Menstruación 
irregular con un 
lapso de 
amenorrea de, al 
menos, 6 meses 
desde la última 
menstruación 
regular. 
 Amenorrea de, al
menos, un año.
 Niveles de FSH
>40UI/ml.
 Mujeres mayores
de 35 años.
 Ooforectomía
bilateral previa a la
menopausia.
 Mujeres mayores
de 35 años.
Según el tipo de estudio realizado pudieron incluirse las mujeres pre-
menopáusicas, entendiéndose que están en el periodo reproductivo anterior a 
la menopausia en que la menstruación aún es regular, y también las mujeres 
peri-menopáusicas, entendiéndose la perimenopausia como el primer año de 
climaterio. 
Los criterios de exclusión para formar parte de la Cohorte DMO se 
detallan a continuación: 
- Presentar inmovilidad. 
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- Padecer una enfermedad ósea distinta a osteoporosis primaria o bien 
enfermedades metabólicas que cursen con osteoporosis secundaria 
(artritis reumatoide, cáncer…). 
- Haber sido tratada con algún fármaco con efecto conocido sobre la 
masa ósea, o el metabolismo mineral (como, por ejemplo, corticoides o 
anticonvulsivos). La toma de suplementos de calcio y de vitamina D3, o 
bien el uso de Terapia Hormonal Sustitutiva no se consideró un criterio 
de exclusión. 
- Ser menor de 35 años. 
- No haber firmado el consentimiento informado. 
 
3.1.2 Cohorte Fractura 
La Cohorte Fractura, en el momento de redactar el presente trabajo, 
estaba formada por 96 mujeres caucásicas residentes en el área de salud 
correspondiente al Hospital Clínico. Para la formación de la misma se 
reclutaron mujeres que acudieron al Servicio de Cirugía Ortopédica y 
Traumatología del Hospital Clínico a causa de una fractura subcapital de 
cadera considerada fractura osteoporótica debida a fragilidad (casos del 
estudio) o bien, mujeres con una osteoartritis severa de cadera que requirió la 
implantación de una prótesis (controles del estudio). 
En esta consulta el facultativo que iba a intervenirlas se encargó de 
informar debidamente a las pacientes de la naturaleza de la cohorte, así como 
los estudios que se estaban llevando a cabo a partir de las muestras de las que 
ya se disponía, y se invitó a las mujeres a participar en los estudios mediante 
la firma de un consentimiento informado aprobado por el Comité Ético de 
Investigación Clínica del Instituto de Investigación Sanitaria INCLIVA. 
Los criterios de exclusión para formar parte de la Cohorte Fractura se 
detallan a continuación: 
- Tener un historial previo de enfermedad ósea distinta de osteoporosis 
primaria u osteoartritis. 
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- Presentar fracturas debidas a un traumatismo de alta energía. 
- Haber sido tratadas con algún fármaco con efecto sobre el metabolismo 
óseo. 
- Haber sufrido cáncer. 
- Ser menor de 50 años. 
Cuando se intervino a estas pacientes para reemplazar la cadera 
fracturada y/o artrósica por una prótesis, la cabeza femoral se depositó en un 
frasco estéril y se guardó a 4ºC. En el momento de la intervención, dado que 
las mujeres se encontraban en ayuno, se les realizó una extracción de sangre, y 
las muestras se almacenaron junto al hueso a 4ºC en el propio quirófano hasta 
que finalizó la intervención, momento en el que se recogieron y se procesaron 
en el laboratorio. 
 
 
3.2 Caracterización del estado bioquímico, antropométrico y óseo de 
las cohortes 
En el caso de la Cohorte DMO, una vez seleccionadas las pacientes y 
firmado el consentimiento informado, se citaron nuevamente en ayunas con el 
fin de realizarles una extracción sanguínea y una entrevista sobre su historia 
clínica, en la que les preguntó por la edad, edad de la menarquia, su estatus 
menopaúsico (pre-, peri- o postmenopáusica), en su caso edad de la 
menopausia, el tipo de menopausia (natural/quirúrgica), número de 
gestaciones y partos, consumo de alcohol y tabaco, y si eran o habían sido 
usuarias de terapia hormonal (TH), así como la duración de la misma. En esa 
misma visita se tomaron datos antropométricos como el peso y la altura. 
Todos estos datos se contrastaron con los disponibles en las historias clínicas 
de las mujeres participantes en la medida de lo posible. 
Con estos datos, se calculó el índice de masa corporal (IMC), como la 
relación entre el peso (kg) y el cuadrado de la altura (m
2
) y se estimaron los 
años desde la menopausia (ADM). También se estableció si la densitometría 
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había sido precedida de toma de TH, y en su caso, el tiempo de duración del 
tratamiento, y se clasificó a las mujeres participantes según su estatus 
menopaúsico, para los estudios de asociación genética. 
El caso de las mujeres que forman parte de la Cohorte Fractura fue 
ligeramente diferente, dado que las mujeres no acudieron a la consulta de 
Menopausia, sino que fueron reclutadas por el Servicio de Cirugía Ortopédica 
y Traumatología al presentarse en Urgencias debido a una fractura de cadera o 
bien, al serles programada una cirugía de reemplazo de cadera a causa de una 
coxartrosis. Por este motivo, la entrevista para conocer detalles de la historia 
clínica se realizó el mismo día que se les programó la intervención, por parte 
del cirujano encargado de la misma, y la extracción sanguínea se realizó ese 
mismo día. 
En ambos casos, por tanto, se obtuvieron muestras sanguíneas en 
condición de ayuno en el propio quirófano, en el momento inmediatamente 
anterior a la intervención. Se extrajeron dos tubos de cada paciente, uno seco 
para la obtención de suero y otro anticoagulado con EDTA di-sódico para la 
obtención de plasma, así como la fracción celular de leucocitos que se usó 
para extraer ADN de las participantes. Con el suero y/o plasma se realizaron 
las distintas determinaciones bioquímicas y hormonales (ver más adelante), 
aunque una parte del suero y/o plasma se congeló a -80ºC para realizar otras 
determinaciones posteriormente. 
Además, a cada participante se le realizó un estudio densitométrico tanto 
de cuello femoral como de columna lumbar mediante absorciometría fotónica 
dual de rayos X (DXA, ver apartado 3.2.4). 
 
 
3.2.1 Datos obtenidos del laboratorio central de Bioquímica 
Clínica 
En ambas cohortes se realizaron determinaciones rutinarias para conocer 
el estado de salud general y el estado óseo en particular. Las determinaciones 
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se llevaron a cabo en muestras séricas mediante métodos de rutina usando 
analizadores automatizados de los laboratorios centrales. Estas 
determinaciones incluyeron marcadores bioquímicos generales (marcadores 
de perfil lipídico: LDL (mg/dl), HDL (mg/dl), colesterol (mg/dl), y 
triglicéridos (mg/dl); glucosa (mg/dl); marcadores bioquímicos de 
homeostasis y remodelado óseo: fosfato (mg/dl), calcio total (mg/dl), fosfatasa 
alcalina total (FA, U/L), y hormona paratiroidea intacta (PTH, pg/ml). 
Los niveles de la isoforma ósea de la fosfatasa alcalina (FAO, µg/L) se 
determinaron por un inmunoensayo por quimioluminiscencia (DiaSorin Inc.; 
Stillwater, MN, EEUU). 
Los niveles del telopéptido carboxi-terminal del colágeno tipo I (CTx, 
ng/ml), osteocalcina (ng/ml), 25- hidroxicolecalciferol (25-OH-vitamina-D3, 
ng/ml), y estradiol (pg/ml), se determinaron mediante electroquimio-
luminiscencia (autoanalizador E170 Modular Analyser; Roche Diagnostics, 
Mannheim, Alemania). 
3.2.2 Obtención de muestras 
Para ambas cohortes la obtención de muestras fue similar, obteniéndose 
dos tubos de sangre (uno seco y uno anticoagulado) tras un periodo de ayunas 
de, al menos, 12 horas tal como se ha especificado en el apartado 0. 
Específicamente, las muestras de la Cohorte DMO se obtuvieron a partir de 
una extracción sanguínea realizada entre las 8 y las 10 de la mañana, mientras 
que en el caso de la Cohorte Fractura la toma de muestras se realizó durante la 
intervención, en el propio quirófano. 
Los tubos se centrifugaron en una centrífuga clínica (Universal 320R 
Hettich, Alemania) a 1500xg durante 10 minutos para separar suero y plasma. 
Tras esta primera centrifugación, se recogieron el suero y el plasma, se 
alicuotaron, y se guardaron a -80ºC hasta su uso posterior. 
Para la obtención de ADN y/o ARN, se lisaron los hematíes del tubo no 
coagulado usando un tampón de lisis a base de cloruro amónico (KHCO3 10 
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mM, NH4Cl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4). Este tampón lisa la fracción 
no nucleada de las células sanguíneas. Para ello se añadieron 5 ml de tampón 
al tubo conteniendo las células sanguíneas, se mezclaron y tras una 
centrifugación a 1500xg durante 10 minutos, se descartó el sobrenadante. Este 
proceso se repitió las veces necesarias hasta que la fracción de células blancas 
pudiera distinguirse fácilmente en el fondo del tubo (habitualmente 3 veces). 
A continuación, el precipitado celular se resuspendió en PBS, se transfirió a 
un tubo eppendorf, y se centrifugó de nuevo en una microcentrifuga (Himac 
CT15RE, Hitachi Koki Co, Ltd, Japón). Una vez obtenido el precipitado de 
células blancas éste se congeló a -80ºC hasta la extracción de ADN y/o ARN. 
A) Obtención de ADN 
La extracción de ADN genómico a partir del precipitado de células 
nucleadas congeladas a -80ºC se realizó usando un kit de extracción de ADN 
genómico (REAL, Durviz, Valencia, España), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
Este método consiste en la lisis celular mediante un detergente aniónico 
seguido de una precipitación salina de las proteínas. El ADN se obtuvo del 
sobrenadante mediante precipitación con isopropanol. Tras un par de lavados 
con etanol al 70%, el ADN se resuspendió en tampón TE y se congeló a -80ºC 
hasta su uso. Las muestras presentaron un ratio de absorbancia 260/280 nm 
entre 1.6-2.0, lo que indica alta calidad del ADN. 
 
B) Obtención de ARN 
La extracción de ARN siempre se realizó con Trizol (Invitrogen), 
siguiendo las indicaciones del fabricante, con modificaciones y 
especificaciones dependiendo del tipo de tejido. El procedimiento general 
consta de una lisis celular mediante el reactivo Trizol, una solución 
monofásica de fenol e isocianato de guanidina que durante la homogenización 
o lisis de la muestra mantiene la integridad del ARN, al mismo tiempo que 
altera la estabilidad de las células y disuelve los componentes celulares. La 
adición de cloroformo consigue la separación de la fase orgánica, en la que 
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quedan retenidos lípidos y proteínas, de la fase acuosa que contiene el ARN. 
El ADN, por su parte, queda atrapado en la interfase. Para la obtención de 
ARN, éste se precipitó de la fase acuosa con isopropanol y se lavó con etanol 
al 75% en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), un inhibidor 
irreversible de RNAsas. El agua DEPC se usó para todos los procedimientos 
en los que se usó ARN. Tras secar ligeramente al aire el precipitado, éste se 
resuspendió en agua DEPC y se congeló a –80ºC hasta su uso. 
La determinación de la integridad del ARN se realizó mediante la 
plataforma Agilent 2100 Bioanalyzer, (Agilent Technologies, Waldbronn, 
Alemania), un equipo de análisis automatizado basado en el análisis de los 
fragmentos de ARN gracias a una tecnología combinada de electroforesis 
capilar y fluorescencia. La muestra de ARN es separada en sus fragmentos por 
su peso molecular y éstos son detectados mediante fluorescencia. El resultado 
se visualiza en un electroferograma donde la cantidad de fluorescencia medida 
se correlaciona con la cantidad de ARN de un tamaño determinado, tal como 
se observa en el ejemplo de la Figura 15. 
El software del equipo calcula un algoritmo a partir de la información 
obtenida del análisis electroforético, teniendo en cuenta el electroferograma 
resultante y le asigna un valor de integridad de ARN (RNA Integrity Number, 
RIN), que oscila en el rango 1-10, siendo un RIN=10 una muestra intacta, y 
RIN=1 una muestra completamente degradada. Consideramos que un ARN 
está degradado si su RIN es inferior a 6, si bien en nuestros estudios no 
usamos muestras con un RIN inferior a 8 en ningún caso (Schroeder et al. 
2006). 
A pesar de que esta técnica determina además la concentración de ARN 
de las muestras, ésta fue comprobada además por espectrofotometría para 
asegurarnos de la concentración con dos mediciones distintas. Esta 
determinación se realizó utilizando el espectrofotómetro Lamda Bio (Perkin 
Elmer, Waltham, MA, EEUU). 
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Figura 15. Perfiles de integridad del ARN obtenidas con la plataforma Agilent. Se 
muestran dos muestras distintas, que ponen de manifiesto las diferencias respecto al 
perfil y al RIN existente entre muestras de buena y mala calidad de ARN. 
 
 
3.2.3 Determinación de citoquinas 
En general, las determinaciones bioquímicas en suero y/o plasma de las 
pacientes no ofrecidas por el laboratorio central se realizaron en nuestro 
laboratorio mediante ensayos de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, 
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). 
Brevemente, un ELISA es una técnica de cuantificación que se basa en la 
capacidad de un anticuerpo marcado enzimáticamente de reconocer al 
antígeno. El anticuerpo puede ser utilizado de diversas maneras en un ensayo 
ELISA, según cómo se produzca el reconocimiento del antígeno y cómo se dé 
la reacción de detección. En este trabajo hemos utilizado fundamentalmente el 
ELISA tipo sándwich, que consiste en la detección del antígeno por parte de 
un anticuerpo inmovilizado en la placa (que se conoce como anticuerpo de 
captura). Este antígeno es reconocido, además, por un anticuerpo que va 
conjugado a biotina, lo que favorece la unión de estreptavidina, que va unida 
al enzima, y proporciona una reacción colorimétrica al contacto con el 
sustrato (Figura 16). 
Alternativamente, se realizó un ELISA competitivo, en el que una 
cantidad conocida de antígeno marcada y una fracción de antígeno libre 
procedente de la muestra, compiten por un número limitado de sitios de alta 
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afinidad del anticuerpo. Una vez retirado el antígeno libre, la cantidad de 
marcaje detectado será inversamente proporcional al antígeno presente en la 
muestra. 
Figura 16. Esquema de la técnica ELISA. A) ELISA tipo sándwich, en el que la 
presencia de color es directamente proporcional a la presencia de la molécula diana en 
la muestra. B) ELISA competitivo en el que la presencia de color determina la unión 
del antígeno marcado al anticuerpo de captura, lo que excluye la unión del antígeno 
procedente de la muestra, así, una mayor presencia de color revela una menor 
presencia de antígeno en la muestra. 
Como ya se ha comentado previamente, se ensayó una batería de 
citoquinas en una subpoblación de la Cohorte Fractura con el fin de catalogar 
y detectar diferencias en determinadas citoquinas relevantes en la homeostasis 
ósea entre mujeres fracturadas respecto a sus controles. Para ello, se llevaron a 
cabo determinaciones de la concentración sérica o plasmática de una serie de 
parámetros indicadores de estado óseo mediante ELISA. Estas 
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determinaciones se realizaron siguiendo instrucciones del fabricante para cada 
uno de los kits. 
Brevemente, el nivel plasmático del Factor de Crecimiento Fibroblástico 
23 (FGF23) se ensayó con un kit de ELISA (Inmutopics; San Clemente, CA, 
EEUU) con un coeficiente de variación (CV) inter- e intra-ensayo de 2.4-4.7% 
y 1.4-2.4%, respectivamente. El nivel de Esclerostina en plasma se determinó 
usando un kit de ELISA (BIOMEDICA; Viena, Austria), con un CV inter- e 
intra-ensayo de 2-6% y 5-6%, respectivamente. El kit empleado para 
determinar el nivel de OPG plasmática (BIOMEDICA) presenta un CV inter- 
e intra-ensayo de 7% y 10%, respectivamente. El nivel sérico de la proteína 
oligomérica de la matriz del cartílago (COMP), se determinó con un kit de 
ELISA (R&D Systems; Abingdon, Reino Unido) con un CV inter- e intra-
ensayo de 4.3-4.8% y 2.1-3.8%, respectivamente. La determinación de la 
concentración sérica del telopéptido C-terminal del colágeno tipo I (ICTP) se 
llevó a cabo con un kit de ELISA (Orion Diagnostica; Espoo, Finlandia) con 
un CV inter- e intra-ensayo de 8-10% y 5-7%, respectivamente. Por su parte, 
el nivel sérico de la Leptina se determinó con un kit de ELISA (SPI BIO; Le 
Bretonneux-Francia) con un CV inter- e intra-ensayo de 3.2-9.2% y 3-7.5%, 
respectivamente. La concentración sérica de osteocalcina se determinó por un 
kit de ELISA (IDS; Boldon, Reino Unido) con un CV inter- e intra-ensayo de 
1.3-2.2% y, 2.7-5.1%, respectivamente. 
Además de esta batería de citoquinas, debido a la relevancia de la 
Osteoprotegerina (OPG) en la regulación del metabolismo óseo, los niveles de 
esta proteína se determinaron en gran parte de la Cohorte DMO mediante un 
ELISA instantáneo (Bender MedSystems GmbH, Viena, Austria) con un CV 
inter- e intra-ensayo de 8% y, 7%, respectivamente. 
Todos los ensayos ELISA utilizados en esta Tesis fueron tipo sándwich, 
a excepción del que se realizó para detectar el telopéptido C-terminal del 
colágeno tipo I (ICTP), que fue de tipo competitivo. En cualquier caso, las 
especificaciones y peculiaridades de cada tipo de ELISA se tuvieron en cuenta 
al realizar los cálculos pertinentes. 
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3.2.4 Determinaciones densitométricas 
La cuantificación de la densidad mineral ósea (DMO) se realizó 
mediante absorciometría fotónica dual de rayos X (DXA) en la columna 
lumbar en la zona L2-L4 (DMO-CL) y en la cadera no dominante, en el cuello 
femoral proximal (DMO-CF), siempre que no se tratase de la cadera 
fracturada en el caso de la Cohorte Fractura. 
Figura 17. Representación gráfica que proporciona un densitómetro Lunar, en la que 
se muestra el valor de DMO (g/cm
2
). Las bandas muestran las desviaciones estándar 
en respecto al valor medio para cada edad (Valor Z). La parte superior de la imagen 
muestra un fémur izquierdo normal, mientras que la inferior corresponde a un hueso 
osteoporótico. 
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Las determinaciones se realizaron mediante los densitómetros Norland 
XR-36 (Norland Medical Systems, Fort Atkinson, WI, EEUU), Lunar DPX 
(GE Lunar Corporation, Madison, WI, EEUU) u Hologic (Hologic Explorer 
TM Explorer Series, Marlborough, MA, EEUU). 
Como se observa en la Figura 17 el software de cada aparato calcula la 
DMO y la presenta como g/cm
2
. Además, proporciona para cada medición un 
valor T o T-score y un valor Z o Z-score. 
En el presente trabajo de Tesis Doctoral, dado que disponemos de DXAs 
procedentes de varios densitómetros diferentes, se ha calculado una DMO 
estandarizada (DMOe) (Hui et al. 1997; Lu et al. 2001) para poder 
compararlas dentro del mismo estudio, mediante unos algoritmos que se 
muestran en la Tabla 3. Además, en determinados estudios se ha usado la 
variable “tipo de densitómetro” como variable confusora (covariable) en los 
análisis multivariantes. 
En el caso especial de los estudios realizados en la Cohorte Fractura, en 
que todas las pacientes disponen de una densitometría procedente del 
densitómetro del que dispone actualmente el Hospital Clínico Universitario 
(Lunar), la estandarización de la DMO fue innecesaria, y se usó el valor en 
g/cm
2 
que ofrece directamente el aparato. 
Tabla 3. Algoritmos para la estandarización de la DMO. Según el densitómetro 
utilizado en la determinación, para obtener en cada caso la DMOe se deben realizar 
los cálculos detallados (Hui et al. 1997; Lu et al. 2001). 
 
DENSITÓMETRO 
 
Norland Lunar Hologic 
CF 0.006+(0.985xDMO) -0.023+(0.939xDMO) 0.019+(1.087xDMO) 
CL 0.9743x(DMO-0.969)+1.0436 0.9683x(DMO-1.100)+1.0436 1.0550x(DMO-0.972)+1.0436 
DMO: determinación de la densidad mineral ósea (g/cm
2
) para cada densitómetro 
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3.3 Estudios celulares 
3.3.1 Manejo cultivos celulares 
A lo largo de esta Tesis, el trabajo con cultivos celulares, tanto de líneas 
inmortalizadas como cultivos primarios humanos y murinos fue un 
procedimiento habitual, por lo que las condiciones de trabajo cumplieron 
siempre los requisitos de asepsia y esterilidad deseables. Todos los 
procedimientos que implicaron modelos celulares se llevaron a cabo en una 
campana de flujo laminar clase 100 (Gelaire, Milán, Italia) y los cultivos se 
mantuvieron en una estufa de incubación Heracell (Thermo, MA, EEUU) a 
37ºC en atmósfera húmeda al 5% de CO2. 
El hecho de trabajar conjuntamente con varios tipos celulares, y que 
estos cultivos tuvieran que compartir espacio e infraestructuras nos hizo 
extremar las precauciones con los cultivos primarios especialmente, para 
evitar contaminaciones con otros tipos celulares. 
Dada la naturaleza de las células con las que hemos trabajado, cuando se 
requirió un medio para diferenciar osteoblastos y promover la mineralización, 
se utilizó la combinación de ácido ascórbico (50 µM) y beta-glicerofosfato 
(10 mM) (Sigma). El ácido ascórbico es necesario para la síntesis del 
colágeno y la osteogénesis in vitro y el beta-glicerofosfato eleva los niveles de 
fósforo inorgánico, necesario para la formación de fosfato cálcico 
(Maniatopoulos et al. 1988). En esta Tesis Doctoral, esta combinación se ha 
abreviado como MOG, un acrónimo de medio osteoblastogénico. 
3.3.2 Líneas celulares comerciales 
3.3.2.1 Saos-2 
La línea celular Saos-2 es una línea comercial de osteoblastos 
inmortalizados procedentes de un osteosarcoma primario (European 
Collection of Cell Cultures (ECACC), comercializado por Sigma-Aldrich). 
Estas células pueden diferenciarse en el laboratorio a osteoblastos maduros 
manteniendo la capacidad de mineralizar una matriz extracelular, lo que 
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confiere a esta línea celular un especial interés en ensayos conducentes a 
evaluar la diferenciación osteoblástica humana. 
 
Figura 18. Fotografía de un cultivo de células Saos-2. 
 
Estas células se mantuvieron en cultivo utilizando medio McCoy’s 5a 
(Gibco, Invitrogen, California, EEUU) modificado con HEPES y 
suplementado al 10% con Suero Bovino Fetal (SBF; Gibco) y al 1% con 
antibióticos Penicilina/Estreptomicina (P/E; Gibco). Como se observa en la 
Figura 18, las células crecen en monocapa, y tienen una morfología similar a 
los fibroblastos. 
 
3.3.2.2 Hela 
La línea celular HeLa son unas células procedentes de una muestra 
humana de cáncer cervico-uterino, que tienen la particularidad de crecer 
extraordinariamente rápido, por lo que constituyen un modelo muy útil en el 
laboratorio. Estas células nos fueron cedidas desde el laboratorio del Dr. José 
Luis García (INCLIVA). Las células HeLa crecen en monocapa y requieren 
cultivo en medio DMEM (Gibco) suplementado con SBF (20%) y P/E (1%) 
(Figura 19). 
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Figura 19. Fotografía de un cultivo de células HeLa. 
3.3.2.3 MC3T3-E1 
La línea celular MC3T3-E1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU) está 
constituida por células pre-osteoblásticas derivadas de calvaria de ratón. Su 
morfología es similar a los fibroblastos y crecen formando una monocapa 
(Figura 20). 
Estas células se mantuvieron en medio de cultivo compuesto por α-MEM 
(Gibco) suplementado con SBF al 10% y con P/E al 1%. 
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Figura 20. Fotografía de un cultivo de células MC3T3- E1. 
 
3.3.3 Líneas celulares primarias 
3.3.3.1 Osteoblastos humanos 
Tal como se ha comentado en el apartado 3.1.2, las pacientes de la 
Cohorte Fractura se sometieron a una cirugía de reemplazo de su cadera por 
una prótesis, lo que nos dio acceso a la cabeza femoral, a partir de cual 
realizamos unas secciones cilíndricas con un trócar especial fabricado para 
este fin (Fricobe SL.), con el objetivo de obtener finalmente discos óseos de 1 
cm de diámetro y aproximadamente 0.5cm de grosor. 
En primer lugar, se eliminó el tejido conectivo de la muestra ósea para 
eliminar posibles contaminaciones con fibroblastos u otras células. A 
continuación, usando el trócar se obtuvieron, al menos, tres fragmentos 
cilíndricos de la parte central de la cabeza femoral, evitando en lo posible la 
zona de fractura, y se depositaron en placas Petri. El proceso puede observarse 
en la Figura 21. Una vez obtenidos los cilindros, se eliminó la parte cortical y 
se lavaron bien los cilindros con PBS suplementado al 1% con Fungizone 
(Gibco) para eliminar, en la medida de lo posible, los restos de médula ósea 
adherida. 
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Generalmente se extrajeron 5 cilindros por muestra, de los cuales 2 se 
destinaron para cultivo celular, y los otros 3 se introdujeron en criotubos y 
fueron inmediatamente congelados en un recipiente con nitrógeno líquido y 
posteriormente preservados a -80ºC. Uno de ellos se empleó para obtener 
ADN, otro ARN y otro se mantuvo como cilindro reserva para estudios 
posteriores (estos procedimientos se detallan en el apartado 3.2.2). Todas las 
extracciones se realizaron en condiciones de esterilidad, en una campana de 
flujo laminar (Telstar, Terrassa, España). 
Figura 21. Procedimiento de extracción de cilindros a partir de la cabeza femoral. A) 
Cabeza femoral. B) Instrumental esterilizado mediante autoclave (Trócar, Bisturí y 
Pinzas). C) Extracción de los cilindros. D) Primer plano de la acción del trócar. E) 
Corte de los cilindros en discos. F) Cultivo de los discos de hueso. 
A)  Obtención y mantenimiento de los osteoblastos primarios 
Los dos cilindros destinados al cultivo para extracción de osteoblastos 
primarios se cortaron en secciones de unos 2-3 mm de grosor, obteniéndose 
unos fragmentos en forma de discos lo más finos posible. Estas láminas se 
depositaron en dos frascos de 25 cc para cada paciente, con el medio de 
cultivo adecuado (DMEM, suplementado al 20% de SBF, 1% P/E, y en estos 
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cultivos específicamente, 1% del antimicótico Fungizone). Se depositaron 3-4 
discos por frasco de cultivo. 
Una vez dispuestos los cultivos, el medio se cambió cada 7 días. 
Generalmente, los primeros osteoblastos suelen aparecer a los 10-12 días, en 
las inmediaciones de los discos óseos depositados (Figura 22). La velocidad 
de crecimiento de estos cultivos es muy variable, no obstante, como media 
tardan alrededor de 3-5 semanas en conseguir la confluencia. 
 
Figura 22. Imagen de microscopía óptica del cultivo primario de osteoblastos. En las 
imágenes se observa la migración de los osteoblastos desde el interior óseo hacia el 
exterior. 
 
B)  Comprobación de la pureza de los cultivos de osteoblastos 
primarios 
Con el objetivo de comprobar que los cultivos primarios eran 
efectivamente osteoblastos, realizamos un control por citometría de flujo para 
determinar si las células expresaban osteocalcina, un marcador de linaje 
osteoblástico (Figura 23). Como ya se ha explicado anteriormente, la 
osteocalcina es una proteína producida por los osteoblastos durante la 
formación ósea, que se incorpora, en parte, a la matriz ósea. 
La citometría de flujo es una técnica de análisis celular que mide el paso 
de las células presentes en un fluido mediante el uso de una serie de 
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detectores, estas células pueden ir marcadas con diferentes fluoróforos, de tal 
manera que los detectores son capaces de discriminar entre tipos celulares 
diferentes. 
Para este procedimiento, se recogieron las células con Accutase (BD, 
San José, CA, EEUU), una mezcla enzimática que se usó como remplazo a la 
tripsina cuando se realizó citometría de flujo, en especial cuando se analizaron 
marcadores de superficie de las células. Para poder marcar con osteocalcina, 
dado que es una molécula que no se encuentra en superficie, en primer lugar 
se tuvieron que fijar las células con el tampón de fijación (BD Cytofix, 
Fixation Buffer, BD) y después hubo que permeabilizarlas con el tampón de 
permeabilización (BD Phosflow Perm Buffer III, BD). Una vez preparadas las 
muestras, se procedió al marcaje de las muestras con un anticuerpo conjugado 
con ficoeritrina (PE, phycoeritrin; PE Mouse Anti-Human Osteocalcin, BD). 
Figura 23. Imágenes de citometría de flujo representativas de uno de los cultivos de 
osteoblastos primarios. Como se puede apreciar, entorno a un 85% de las células del 
cultivo marcan para osteocalcina. El cultivo está enriquecido por tanto en osteoblastos 
maduros que ya han comenzado la mineralización. 
3.3.3.2 Médula ósea completa, bazo y células B aisladas de ratón 
Al realizar experimentos en modelo murino, si el objetivo del mismo lo 
requería, se cultivaron células de la médula ósea total, así como linfocitos B 
aislados mediante inmunopurificación magnética (ver más adelante). La 
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médula ósea se cultivó en medio DMEM, y las células de bazo y los linfocitos 
B inmunopurificados en RPMI 1640 (Gibco) ambos suplementados con SBF 
(20%) y P/E (1%). 
 
 
3.4 Estudios de expresión génica 
Para los estudios de expresión génica se utilizó siempre ARN de buena 
calidad, entendiéndose como tal, ARN que hubiera pasado el análisis de 
integridad, obteniendo un RIN superior a 8, tal como se ha explicado en el 
apartado 3.2.2. 
 
3.4.1 Retrotranscripción 
El primer paso en los ensayos de expresión génica es el de obtener el 
ADN complementario (ADNc), para lo cual se realizó una retrotranscripción 
(RT) a partir del ARN total de interés. 
En general, en una reacción de 20 µl de volumen final, se usó un 
microgramo de ARN (aunque esta cantidad pudo variar en función de la 
naturaleza del experimento), obteniendo ADNc de cadena única con el kit de 
retrotranscripción ThermoScript RT-PCR system (Invitrogen) usando una 
mezcla de Oligo-dT y Random Hexamers (1:1). Este sistema se caracteriza 
por eliminar las estructuras secundarias del ARN, ya que la retrotranscripción 
se realiza a 50ºC, gracias a la estabilidad de la retrotranscriptasa, que es capaz 
de mantenerse estable hasta los 70ºC de temperatura. En consecuencia, la RT 
es mucho más eficiente. 
Para cada experimento de RT, se preparó un blanco usando todos los 
reactivos excepto la muestra de ARN. Este blanco se usó como control 
negativo en los experimentos de PCR. 
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3.4.2  Ensayos de expresión génica por PCR a tiempo real 
Una vez obtenido el ADNc se procedió a la estimación de la expresión 
de determinados genes en relación a la de genes de expresión constitutiva 
(genes housekeeping) mediante sondas TaqMan (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, EEUU) específicas para cada gen.  
La amplificación de cada muestra se llevó a cabo siempre por triplicado, 
en una reacción de 10 µl de volumen final, con el 10% (v/v) de mezcla de 
retrotranscripción, 1X de tampón específico de expresión génica (Gene 
expression master mix, Applied Biosystems) y 1X de la sonda específica del 
gen a probar (TaqMan) de expresión génica. 
Como se ha comentado anteriormente, mediante estos experimentos se 
determina la expresión relativa de nuestros genes de interés con respecto a 
genes endógenos que muestran una expresión constante en las distintas 
condiciones celulares (genes housekeepings). En todos los experimentos 
realizados en el presente trabajo hemos usado al menos dos genes 
housekeeping. Estos genes de expresión constante se determinan con el mismo 
procedimiento que para los genes problema y se usan como referencia en los 
cálculos de expresión, para normalizar los valores. En nuestro caso, los 
housekeepings utilizados habitualmente fueron GAPDH y β-ACTINA. 
Además, siempre dispusimos pocillos sin muestra como control negativo. 
La determinación de la expresión relativa se llevó a cabo en un sistema 
de PCR a tiempo real 7900 HT Fast (Applied Biosystems). Los datos se 
recogieron y analizaron con el software propio del sistema, SDS v2.4 (Figura 
24). El ciclo de amplificación en que esta señal alcanza un nivel superior al 
límite de detección se conoce como Ct (cycle threshold, o ciclo umbral). 
Una vez obtenidas las determinaciones se introdujeron en el software RQ 
Manager v1.2.1, que analiza las Ct, realizando una primera normalización de 
los datos, y estableciendo la fiabilidad de las mediciones tras lo cual se realizó 
la cuantificación relativa de la expresión génica, mediante el método 2
-(ΔΔCt)
(Pfaffl 2001).
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Figura 24. Imagen obtenida mediante el software SDS 2.4 de los perfiles de 
expresión génica usando sondas TaqMan. En el ejemplo tenemos 3 ondas marcadas 
en colores distintos (negro GAPDH, azul, β-ACTINA y rosa, CD40, el gen problema). 
Para cada determinación, la muestra se mide por triplicado, lo que nos da tres réplicas 
técnicas. Como se puede observar, la señal de fluorescencia detectada es distinta para 
cada sonda en función de la expresión relativa para cada gen. 
 
3.4.3 Ensayos de expresión génica por microarrays 
A lo largo de esta Tesis se han determinado en varias ocasiones 
diferencias en la expresión génica a gran escala entre grupos mediante el uso 
de microarrays.  
Para ensayos usando el modelo animal se emplearon dos tipos de array, 
GeneChip® Mouse Genome Array 430 2.0 (Affymetrix, CA, EEUU), que 
contiene 45000 sondas que representan unos 34000 genes bien caracterizados, 
y en un ensayo posterior utilizamos el array GeneChip® Mouse Gene 2.0 ST 
(Affymetrix), que contiene más de 698000 sondas que cubren más de 33000 
transcritos. 
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En los ensayos en humanos, para caracterizar la expresión génica global 
en cultivos de osteoblastos primarios se usó el array GeneChip® Human 
Gene ST Array (Affymetrix), el cual cuenta con 1350000 sondas, que cubren 
más de 48000 transcritos. 
El procedimiento en cada caso se llevó a cabo siguiendo instrucciones 
específicas del fabricante para cada tipo de array. Brevemente, el ARN se 
obtuvo usando Trizol (Invitrogen) y, en caso de ser necesario, éste fue 
purificado usando el Kit PureLink Total RNA Purification System 
(Invitrogen), tras lo cual se determinó su integridad y concentración según lo 
descrito en el apartado 3.2.2. 
La síntesis de ADNc y ARNc, marcaje, hibridación y escaneo de las 
muestras se llevó a cabo como se describe en el Manual Técnico de Análisis 
de Expresión de GeneChip (Affymetrix). Se usaron 5.5 microgramos de 
ARNc fragmentado biotinilado para preparar el coctel de hibridación, y este 
preparado se hibridó durante 16h a 45ºC con el chip (Affymetrix). Los arrays 
se lavaron, escanearon y analizaron, y finalmente se obtuvieron los archivos 
CEL desde los valores DAT, que son los datos crudos proporcionados por el 
sistema. Las diferencias globales entre muestras distintas (archivos CEL) se 
midieron por el análisis de componentes principales (PCA), análisis de 
discriminación linear (LDA) y el agrupamiento jerárquico, usando el 
software Partek Genomic Suite (Agilent). 
 
 
3.4.4 Ensayos de expresión génica mediante espectrometría de 
masas MALDI-TOF (Sequenom) 
Con el objetivo de validar la expresión génica obtenida mediante la 
tecnología de microarrays, se realizó o bien mediante PCRs a tiempo real, o 
bien mediante espectrometría de masas MALDI-TOF (Sequenom). Para la 
validación, se usaron las mismas muestras de ARN que en los arrays y se 
comprobaron en cada caso entre 15 y 20 genes de los obtenidos mediante el 
ensayo de arrays. Como se ha comentado anteriormente, también en la 
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validación se deben normalizar los resultados con respecto a genes de 
expresión constitutiva. En nuestro caso, en los ensayos de validación mediante 
Sequenom se utilizaron 4 genes housekeepings, Gadph, Actb, Hprt1 y Tubb5 
para los ensayos en ratonas, y los genes GAPDH, ACTB, HPRT1 y HMBS en 
los ensayos con muestras humanas. 
Brevemente, para determinar la expresión génica mediante 
espectrometría de masas MALDI-TOF se seleccionó una secuencia del gen de 
interés de entre 70 y 120 pb, con un único mismatch entre las dos hebras, de 
acuerdo con el análisis del software. Posteriormente se retrotranscribió un 
microgramo de ARN total a ADNc usando el sistema ThermoScript RT-PCR 
(Invitrogen), según lo descrito en el apartado 3.4.1. Después, el ADNc se 
diluyó 1/10 en agua DEPC y 1 µl de esta dilución, junto al competidor 
sintético con el mismatch, sirvieron de molde para la PCR competitiva (Figura 
25). 
Todos los cebadores de PCR y los competidores fueron diseñados 
usando el software de diseño de arrays multiplex QGE (Sequenom). La 
eliminación del exceso de dNTPs, la reacción de extensión de cebadores y la 
cuantificación de ARN se llevó a cabo según lo descrito en la guía de 
aplicación de Sequenom (http://www.sequenom.com). 
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Figura 25. Esquema de la técnica usada para determinar la expresión génica mediante 
espectrometría de masas. 
3.5 Identificación de nuevos genes candidatos mediante estudios 
funcionales 
3.5.1 Ensayos traslaciones a partir de un modelo animal 
El descubrimiento de nuevas rutas o genes implicados en la homeostasis 
ósea es un campo fundamental para poder aumentar las perspectivas de 
estudio e incrementar las posibles dianas terapéuticas. En este sentido el uso 
de modelos animales de pérdida ósea acelerada nos ofrece una herramienta 
excepcional para comprobar el efecto que ciertos genes tienen en la pérdida 
del hueso o en la fractura ósea particularmente, y para revelarnos nuevos 
genes candidatos para su asociación a fenotipos óseos. 
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3.5.1.1  Ovariectomía como modelo de pérdida ósea acelerada 
En este trabajo se ha utilizado un modelo animal de pérdida ósea 
acelerada como es la ratona sometida a ovariectomía bilateral (OVX). Nuestro 
grupo había demostrado previamente que la OVX induce una pérdida ósea 
acelerada en ratonas esqueléticamente maduras. Efectivamente, cuatro 
semanas después de la OVX, las ratonas presentaron alrededor de un 35% 
menos de hueso trabecular, además de distintas alteraciones en las 
subpoblaciones linfocitarias en la médula ósea (García-Pérez et al. 2006a; 
Cano et al. 2008). 
Cuando se necesitó someter a las ratonas a este procedimiento, éste 
corrió a cargo de la veterinaria de la Unidad Central de Investigación de la 
Facultad de Medicina de Valencia, siempre siguiendo los estándares de 
bienestar animal establecidos en los reglamentos del centro y la normativa 
oficial. Todos los procedimientos con animales tuvieron que pasar la 
supervisión del Comité de Experimentación y Bienestar Animal, y ser 
notificados a la Concejalía de Agricultura, Pesca, Alimentación y Agua. 
Una vez aprobados los procedimientos, se adquirieron hembras de ratón 
C57BL/6 esqueléticamente maduras o bien de Charles River Laboratories 
(Barcelona, España), o bien de Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Francia). 
Como norma general, se usaron ratonas de 15 semanas de edad, si bien, en 
determinados experimentos pudo haber peculiaridades que hicieran que se 
usaran animales con una edad diferente. En cualquier caso, esto se encuentra 
especificado en cada estudio concreto. Una vez recibidas, se estabularon en un 
entorno controlado para aclimatarlas durante 7 días (cuarentena). Tras este 
periodo los animales ya se encontraban disponibles para la intervención. 
La ovariectomía es una intervención que se realiza bajo anestesia 
general, realizándose una extirpación de los dos ovarios dorsalmente (ratonas 
OVX). Como control, algunas ratonas se intervienen falsamente, es decir, se 
les practica la intervención de la misma manera que al grupo OVX con la 
salvedad de que los ovarios no son extirpados, estos animales constituyen el 
grupo control o SHAM (falsamente operados). Todos los procedimientos 
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quirúrgicos se llevaron a cabo bajo anestesia general usando como pre-
anestésico 0.1mg/kg de Butorphantol (Torbugesic, Fort Dodge Laboratories, 
Girona, España) o Buprenorfina (Buprex, Reckitt Benckiser Pharmaceuticals 
Limited, Berkshire, Reino Unido), Isofluorano al 5% (Veterinaria Esteve, 
Barcelona, España) para inducir la anestesia, y al 1.5% para mantener la 
anestesia durante el procedimiento. El sacrificio se llevó a cabo cuatro 
semanas después de la intervención. 
 Sacrificio y obtención de muestras
En todos los experimentos con modelo murino el sacrificio de los 
animales se realizó por exsanguinación. El procedimiento se realizó aspirando 
sobre la vena cava ascendente, obteniendo alrededor de 500 μl de sangre total. 
A partir de la sangre extraída en el sacrificio se obtuvo el suero, para lo cual 
se dejó que ésta coagulara a temperatura ambiente y se centrifugaron los tubos 
a 900xg (Hitachi) quedando separadas en este punto la fase superior 
correspondiente al suero y la fase inferior correspondiente a porción celular y 
proteínas coaguladas. El suero se guardó a -80ºC hasta su uso. 
Una vez sacrificados los animales, para comprobar el éxito de la 
ovariectomía se extrajeron los úteros de todas las ratonas y se pesaron tras 
eliminar el exceso de grasa, la media del peso del útero entre ambos grupos 
mostró diferencias significativas, lo que indicó el éxito de la ovariectomía 
(García-Pérez et al. 2006a). La depleción estrogénica induce una atrofia 
uterina muy marcada, tal y como se observa en la Figura 26. 
Metodología 
 
106 
 
 
Figura 26. Fotografía de dos úteros de ratona. A la izquierda se muestra el de una 
ratona SHAM y a la derecha el de una ovariectomizada. La atrofia uterina del útero de 
la derecha demuestra el éxito de la ovariectomía. 
 
En los experimentos con el modelo animal en los que fue necesaria la 
obtención de la médula ósea, se extrajeron los fémures de los animales 
sacrificados, se eliminó todo el tejido blando adyacente a los mismos y se 
cortaron las epífisis de los huesos, disponiéndolos en tubos estériles de 0.5 ml 
previamente perforados. Estos tubos se dispusieron dentro de tubos eppendorf 
de 1.5 ml con medio DMEM suplementado con SBF (10%) y P/E (1%). 
Una vez dispuestos de esta manera, se centrifugaron los tubos durante un 
minuto a 10000xg, con el objetivo de extraer la médula ósea total de los 
fémures, que atravesó el tubo perforado y acabó recogiéndose en el tubo de 
1.5 ml (Cenci et al. 2000). 
En el caso del bazo, tras la extracción, éste se conservó en PBS a 4ºC 
hasta la obtención de las células. Para ello, se dispuso el bazo en una placa 
Petri con RPMI y con la ayuda de pinzas y de bisturís estériles, se disgregó el 
tejido obteniéndose una suspensión celular en medio RPMI. Posteriormente, 
se recogió esta suspensión celular, se centrifugó y diluyó apropiadamente en 
tubos estériles con RPMI. 
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El procedimiento del sacrificio y de extracción de muestras se detalla en 
la Figura 27. 
Figura 27. Procedimiento de extracción de muestras tras el sacrificio. (1) Sacrificio 
del animal. En el apartado A se observa la inhalación de isofluorano, que deja 
anestesiado al animal y en B se detalla el momento de la exsanguinación de la vena 
cava. (2) Extracción y procesado del bazo. A. Momento de la extirpación B. 
Disgregación del bazo con ayuda de bisturí quirúrgico. C. Recogida de las células 
disgregadas en RPMI. (3) Extracción y procesado de la médula ósea. 
A) Inmunopurificación magnética de células B a partir de médula
ósea total 
La obtención de las células B de ratón a partir de la médula ósea total o 
de bazo, se llevó a cabo mediante inmunopurificación magnética usando el 
sistema EasySep (Stemcell, Vancouver, Canadá). Este sistema se basa en 
acoplar un complejo tetramérico a la célula diana con el fin de marcarla 
magnéticamente, y permitir que se quede retenida al introducir el tubo en un 
imán. El complejo actúa como se detalla en la Figura 28. 
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Figura 28. Representación esquemática del complejo tetramérico formado en el 
sistema EasySep. El anticuerpo marcado (en nuestro caso anti-CD19) marcado con PE 
(1) es reconocido por un anticuerpo anti-PE (2). A su vez, la partícula magnética está 
recubierta por dextrano (4), por lo que es reconocida por un anticuerpo anti-dextrano 
(3). 
 
Se decidió realizar una selección positiva, utilizando en el complejo 
tetramérico el anticuerpo monoclonal anti-CD19, ya que ésta es una proteína 
de membrana específica del linaje de las células B, que se expresa a lo largo 
de todo el proceso de diferenciación, se considera un marcador 
panleucocitario B. El procedimiento se realizó tal como se detalla en las 
instrucciones del fabricante. Al introducir la muestra marcada en el imán, tan 
solo las células que habían incorporado el complejo magnético, y que por 
tanto presentaban CD19, quedaron retenidas en el imán (fracción positiva), 
mientras que las células no marcadas permanecieron solubles, pudiendo ser 
recogidas en un nuevo tubo (fracción negativa).  
Este sistema no sólo tiene la ventaja de ser compatible con citometría de 
flujo, sino que además, las células seleccionadas salen ya marcadas con 
ficoeritrina (PE), un fluoróforo que permite visualizar las células 
inmediatamente tras su purificación. Con el fin de evaluar el éxito del 
procedimiento y la pureza que tenían los extractos de células B, analizamos 
una alícuota de cada una de las muestras en el Servicio de Citometría donde se 
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cuantificó, en cada caso, el porcentaje de células B presentes tanto en la 
fracción positiva como en la negativa de las muestras tanto de ratonas 
ovariectomizadas como de sus controles SHAM. 
B) Inmunofenotipo celular mediante citometría
Dado que se usó un anticuerpo marcado con PE en la etapa de 
inmunopurificacion magnética (anti-CD19 PE), tras la obtención de las 
fracciones positivas y negativas, se procedió a la cuantificación del nivel de 
células CD19
+
 en ambos casos por citometría de flujo (FacsVerse: BD, San 
Jose, CA, EEUU). 
El fundamento de la técnica se basa en la utilización de luz láser, que 
permite el recuento y clasificación de células según sus características 
morfológicas. Las células son impulsadas a través de un tubo capilar y cuando 
pasan a través del haz de luz láser, se recoge la luz transmitida y dispersada lo 
que permite inferir el tamaño y complejidad de las células. El parámetro que 
determina el tamaño se denomina forward scatter (FSC), mientras que el side 
scatter (SSC) nos muestra la complejidad celular de la población. En nuestro 
caso, consideramos mejor referir las determinaciones al SSC, dado que se 
trata de una población con gran número de células distintas, lo que dota al 
sistema de gran complejidad. 
3.6 Diseño y ejecución de un estudio de asociación genética 
Los estudios de asociación de polimorfismos en genes candidatos a 
fenotipos óseos, tanto conocidos como nuevos, es el pilar central de este 
trabajo de Tesis. Aunque la estrategia para la elección de los genes candidatos 
varió en cada caso, los pasos seguidos en los distintos estudios de asociación 
se ajustan a lo que se describe a continuación. 
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3.6.1  Selección de sujetos, genes y polimorfismos 
Los sujetos participantes en los estudios de asociación se seleccionaron 
de la cohorte DMO y se aplicaron los criterios de inclusión y exclusión 
citados previamente (apartado 0). 
En el presente trabajo, y como norma general, para la elección de los 
SNPs a estudiar se acudió a las bases de datos HapMap y dbSNP (NCBI; 
National Center for Biotechnology Information) eligiendo, en la medida de lo 
posible, SNPs con una frecuencia del alelo menor >5% (MAF, Minor Allelele 
Frequency). En determinados estudios, sin embargo, la elección de los SNPs 
vino determinada por su asociación previa a fenotipos óseos. 
En el apartado de Resultados se describe con más detalle cómo se 
seleccionaron los distintos genes para los estudios de asociación. En este 
apartado se detalla la elección de los distintos SNPs analizados en este 
trabajo de Tesis Doctoral y cuyas principales características se pueden 
consultar en las tablas de cada experimento individual. 
 
 Bloques haplotípicos 
El genoma humano no se transmite al azar, sino que lo hace 
preferentemente en bloques de diferente tamaño dependiendo del cromosoma, 
de la región cromosómica e incluso de la población de la que se trate 
(Goldstein and Cavalleri 2005). 
Dentro de estos bloques, denominados bloques haplotípicos, los distintos 
SNPs se encuentran en fuerte desequilibrio de ligamiento, por lo que no es 
necesario genotipar todas las variantes para obtener resultados válidos. Para 
elegir los distintos SNPs en alguno de los estudios, analizamos los bloques 
haplotípicos de la región génica de interés, usando el software Haploview 4.2 
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/). Los tag-SNPs (SNPs diana) se 
seleccionaron usando los algoritmos disponibles en Haploview mediante la 
opción de “agressive tagging” usando como criterios una MAF >0.05 en la 
población HapMap-CEU y un r
2
=0.8 (Barrett et al. 2005). 
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 Priorización de los SNPs
Para la selección de SNPs se utilizó una herramienta web, FastSNP 
(http://fastsnp.ibms.sinica.edu.tw/), con el fin de determinar el “riesgo” 
potencial asociado a cada SNP. Esta herramienta asigna un valor de riesgo tras 
aplicar un algoritmo a cada SNP basado principalmente en la posición de la 
variante genética dentro del gen, si modifica secuencias dianas para factores 
de transcripción, si afecta a lugares de splicing o a activadores o inhibidores 
del splicing, etc. Esta herramienta se movió a otra dirección web durante la 
realización de esta Tesis (http://genepipe.ncgm.sinica.edu.tw/). 
 Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), modelos de herencia y
estratificación 
Para comprobar la homogeneidad de la población y la calidad del 
genotipado, las frecuencias genotípicas para cada SNP se contrastaron frente a 
las proporciones esperadas del EHW usando el software SNPStats 
(http://bioinfo.iconcologia.net/index.php?module=Snpstats) (Solé et al. 2006). 
Este software también se usó para establecer el modelo de herencia (co-
dominante, dominante, sobredominante y recesivo) y en determinados 
estudios, para analizar la asociación de los distintos haplotipos con 
determinados fenotipos óseos (ver apartado 4.2 de Resultados). 
Finalmente, un parámetro a tener en cuenta en estudios de asociación 
poblacionales es determinar si en nuestra población existen estratificaciones o 
subestructuras (Pritchard et al. 2000). Es decir, subgrupos poblacionales más 
o menos independientes que posean distintas frecuencias genotípicas o distinta
relación entre el genotipo y el fenotipo de manera que pudieran provocar 
alteraciones en el EHW o incluso generar falsos positivos. Se había 
demostrado previamente que nuestra población no presenta estratificación o 
subestructuras con una probabilidad mayor al 0.996 usando el software 
Structure (Pineda et al. 2010). 
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3.6.1.1 Elección de SNPs en nuestros estudios 
En este apartado se detallan las características de los SNPs elegidos para 
cada uno de los estudios del presente trabajo de Tesis. 
Para todos los SNPs se tuvo en cuenta la MAF, así como el valor P del 
equilibrio de EHW. Como ya se ha visto, el valor MAF nos indica la 
frecuencia del alelo menor y por tanto es indicativo de las frecuencias 
genotípicas que podíamos esperar en nuestra población. Por otra parte, el 
valor del EHW, aunque se trate de un parámetro usado en estudios 
poblacionales y que indica si las frecuencias génicas y genotípicas se 
mantienen constantes a través de las generaciones, en la práctica es un 
indicador de calidad del genotipado. 
 
A) Replicación de estudios de asociación. 
Respecto al estudio de replicación de resultados de SNPs asociados a 
DMO hallados en otras cohortes (Hoppman et al. 2010; Agueda et al. 2011; 
Vidal et al. 2011) se seleccionaron los SNPs rs312009 del gen LRP5 (low-
density lipoprotein receptor-related protein 5), el rs4876869 del gen 
TNFRSF11B (osteoprotegerina) y el rs12503796 del gen FGFBP1 (fibroblast 
growth factor binding protein). En la Tabla 4 se muestran las localizaciones 
concretas de cada uno de los SNPs. En la sección de Resultados se justifica la 
elección de estos tres polimorfismos. 
 
Tabla 4. Descripción de los polimorfismos del ensayo de replicación de la asociación 
de SNPs hallados en otras cohortes. 
Cr SNP Gen 
Posición 
(GRCh38.p7) 
Localización AM Am MAF 
P-
EHW 
11 rs312009 LRP5 68309770 2.8 Kb upstream C T 0.15 0.089 
8 rs4876869 TNFRSF11B 118929038 Intrón 2 A G 0.40 0.160 
4 rs12503796 FGFBP1 15938608 promotor C A 0.46 0.420 
Cr: cromosoma; AM: Alelo mayor; Am: Alelo menor; MAF frecuencia del alelo minoritario; 
P-EHW: P-valor del equilibrio Hardy-Weinberg. 
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En otro de los estudios de replicación, en este caso de nuestros propios 
resultados previos (Pineda et al. 2008, 2011), se seleccionaron SNPs en los 
genes CD40 (TNF Receptor Superfamily Member 5) y CD40L (CD40 
Ligand). Para el gen CD40, el software Haploview detectó dos bloques 
haplotípicos; uno en el extremo 5’ y otro en el extremo 3’ del gen. 
Seleccionamos cuatro SNPs en el bloque de 5’ (rs1800686, rs752118, 
rs1883832 y rs745307); tres SNPs en la región interbloque (rs4810485, 
rs11569317 y rs3746821) y dos SNPs en el bloque del extremo 3’ 
(rs11569333 y rs3765459). 
Para el gen CD40L, el análisis mostró dos bloques haplotípicos que 
cubrían aproximadamente desde la región 5’ UTR hasta el intrón 2 (bloque 1) 
y desde ahí hasta la región 3’UTR (bloque 2). Seleccionamos cinco SNPs en 
el bloque 1 (rs3092952, rs3092949, rs3092946, rs1126535 y rs5930973) y un 
SNP en el segundo bloque (rs3092923). Los detalles sobre estos SNPs se 
pueden consultar en la Tabla 5. 
Tabla 5. Descripción de los polimorfismos del ensayo de replicación de la asociación 
de SNPs hallados en nuestra cohorte y ampliación del estudio de CD40 y CD40L. 
Cr SNP Gen 
Posición 
(GRCh38.p7) 
Localización AM Am MAF 
P-
EHW 
20 rs1800686 CD40 46117764 0.5 kb upstream’ G A 0.23 0.55 
20 rs752118 CD40 46118099 0.14 kb upstream C T 0.24 1.00 
20 rs1883832 CD40 46118343 5’UTR C T 0.29 0.93 
20 rs745307 CD40 46118447 Intrón 1 G A 0.24 0.25 
20 rs4810485 CD40 46119308 Intrón 1 G T 0.29 0.55 
20 rs11569317 CD40 46122211 Intrón 2 C G 0.03 1.00 
20 rs3746821 CD40 46126472 Intrón 5 G T 0.11 0.86 
20 rs11569333 CD40 46127250 Intrón 6 G A 0.13 1.00 
20 rs3765459 CD40 46128768 Intrón 8 G A 0.22 0.30 
X rs3092952 CD40L 136644791 3.4 Kb upstream A G 0.18 0.72 
X rs3092949 CD40L 136645176 3 Kb upstream G A 0.37 0.33 
X rs3092946 CD40L 136647444 5’- próximo T A 0.09 0.83 
X rs1126535 CD40L 136648396 Exón 1 (Leu/Leu) T C 0.16 0.79 
X rs5930973 CD40L 136649989 Intrón 1 G A 0.06 0.76 
X rs3092923 CD40L 136659026 Intrón 4 T C 0.10 0.85 
Cr: cromosoma; AM: Alelo mayor; Am: Alelo menor; MAF frecuencia del alelo minoritario; 
P-EHW: P-valor del equilibrio Hardy-Weinberg. 
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B) Identificación de nuevos polimorfismos asociados a DMO mediante 
estudios funcionales 
Como resultado de los estudios traslacionales llevados a cabo en este 
trabajo de Tesis, se identificaron numerosos genes candidatos para estudiar su 
asociación a fenotipos óseos. En este contexto, a la luz de resultados que se 
detallarán más adelante, se llevaron a cabo varios ensayos a partir, tanto del 
modelo animal como de osteoblastos humanos. La selección de los 
polimorfismos para cada estudio se detalla a continuación. 
 
B.1) Ensayos a partir de un modelo animal 
 Expresión génica diferencial en médula ósea total tras la OVX 
En cuanto a los estudios traslacionales, en el primero de ellos (Pineda et 
al. 2014) se eligieron SNPs de cuatro genes que habían mostrado una 
expresión diferencial en médula ósea del ratón OVX (ver apartado 4.2.1.1 
para más detalles). 
Para el gen IL7R (interleukin 7 receptor), el software Haploview detectó 
un bloque haplotípico de 33 Kb, del cual se seleccionaron tres SNPs: 
rs6897932 el rs11567705 y el rs2228141. 
Para el gen CD79A (B-cell antigen receptor complex-associated protein 
alpha chain gene), el software no fue capaz de mostrar un bloque haplotípico 
claro, probablemente debido al bajo número de SNPs caracterizados en la 
región con una adecuada heterocigosidad. Seleccionamos dos SNPs en esta 
región: rs3810153 y rs1428922. 
Para el gen GPX3 (glutathione peroxidase 3) el software detectó tres 
bloques haplotípicos de 2kb, 5kb y menos de 1kb. Seleccionamos tres SNPs 
que pertenecían a los primeros dos bloques: rs1946234, rs3792796 y 
rs8177447. 
Finalmente, para el gen IRAK3 (Interleukin 1 receptor associated kinase 
3), el análisis mostró dos bloques haplotípicos de 51kb y 1kb. Seleccionamos 
6 SNPs en el bloque mayor (rs1732887, rs1168771, rs1168760, rs2289134, 
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rs1152888, rs1623665 y un SNP en el más pequeño; rs1152916. Los datos 
sobre estos SNPs se pueden consultar en la Tabla 6. 
Tabla 6. Descripción de los polimorfismos del ensayo traslacional llevado a cabo a 
partir de la expresión diferencial de genes en médula ósea total tras la ovariectomía. 
Cr SNP Gen 
Posición 
(GRCh38.p7) 
Localización AM Am MAF 
P-
EHW 
5 rs1946234 GPX3 151019649 5’-próximo A C 0.10 1.00 
5 rs3792796 GPX3 151022929 Intrón 1 C G 0.39 0.20 
5 rs8177447 GPX3 151027895 Intrón 4 C T 0.22 0.91 
5 rs6897932 IL7R 35874473 Exón 6 (missense) C T 0.24 0.35 
5 rs11567705 IL7R 35861050 Intrón 2 C G 0.24 0.41 
5 rs2228141 IL7R 35871171 Exón 4 (sinónimo) C T 0.17 0.89 
19 rs3810153 CD79A 41881402 3’-próximo A G 0.41 1.00 
19 rs1428922 CD79A 41875710 5’-próximo G A 0.49 0.29 
12 rs1732887 IRAK3 66187836 5’-próximo T C 0.29 0.41 
12 rs1168771 IRAK3 66195056 Intrón 1 T C 0.41 0.028 
12 rs1168760 IRAK3 66202070 Intrón 1 A T 0.06 0.72 
12 rs2289134 IRAK3 66204907 Intrón 2 T C 0.32 0.082 
12 rs1152888 IRAK3 66211448 Exón 5 G A 0.06 0.72 
12 rs1623665 IRAK3 66224402 Intrón 6 G T 0.38 0.025 
12 rs1152916 IRAK3 66241524 Intrón 8 A T 0.47 1.00 
Cr: cromosoma; AM: Alelo mayor; Am: Alelo menor; MAF frecuencia del alelo minoritario; 
P-EHW: P-valor del equilibrio Hardy-Weinberg. 
El análisis usando el software FastSNP mostró un riesgo de medio a alto 
para rs1152888 (IRAK3), ya que éste puede afectar directamente a sitios de 
splicing; un riesgo medio a rs1126535 (CD40L), dado que es un SNP 
sinónimo (Leu/Leu); y proporcionó un riesgo de bajo a medio para los SNPs 
rs6897932 y rs2228141 (IL7R), ya que podrían afectar a sitios reguladores del 
splicing. Para el resto de SNPs el software asignó un riesgo bajo, nulo o 
desconocido de estar afectando a la expresión génica. 
El software Genepipe mostró un riesgo de medio a alto para el SNP 
rs1126535 del gen CD40L cuando se analizaron los SNPs del estudio de 
CD40/CD40L, dado que esta variante podía afectar a la regulación del 
splicing. 
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 Expresión génica diferencial en células B de médula ósea tras la 
OVX 
El segundo estudio traslacional (Panach et al. 2017) tuvo como objetivo 
comparar la expresión génica entre células B de médula ósea obtenidas de 
ratonas ovariectomizadas y ratonas SHAM. En este estudio se analizó la 
asociación de 9 SNPs en 9 genes con fenotipos óseos (Tabla 7) Los genes 
seleccionados pertenecían a las rutas y procesos más significativamente 
alterados por la ovariectomía en las células B de médula ósea (ver apartado 
4.2.1.2). 
 
Tabla 7. Descripción de los polimorfismos del ensayo traslacional llevado a cabo a 
partir de la expresión diferencial de genes de células B de médula ósea tras la 
ovariectomía. 
Cr SNP Gen 
Posición 
(GRCh38.p7) 
Localización AM Am MAF P-EHW 
3 rs867234 CD80 119562789 3.1kb upstream G C 17.1 0.81 
3 rs2681406 CD86 122063038 Intrón 1 T C 19.6 0.10 
6 rs1620996 SOX4 21602321 3.7 kb downstream C T 12.7 1.00 
11 rs1946518 IL18 112164735 2kb upstream G T 43.5 0.28 
11 rs7117858 SOX6 15672916 294kb en 5’ A G 22.8 0.51 
13 rs9550987 TNFRSF19 23593366 Exón 2 (Ser31Thr) T A 22.2 0.25 
17 rs228769 HDAC5 44115817 Intrón 2 C G 23.6 1.00 
19 rs3817624 TYROBP 35907997 Intrón 1 C T 9.3 0.55 
20 rs17576 MMP9 46011586 Exón (Gln279Arg) A G 35.1 0.61 
Cr: cromosoma; AM: Alelo mayor; Am: Alelo menor; MAF frecuencia del alelo minoritario; 
P-EHW: P-valor del equilibrio Hardy-Weinberg. 
 
De los genes seleccionados, siete mostraron una expresión 
significativamente diferente (expresión aumentada: HDAC5, SOX4, 
TNFRSF19; y disminuida: CD80, SOX6, MMP9, y TYROBP), mientras que 
dos de ellos no mostraron cambio alguno (CD86 e IL18). El gen CD86 se 
escogió debido a su estrecha relación funcional con CD80, mientras que el 
gen IL18 fue elegido porque se detectó una expresión diferencial del gen 
codificante para el receptor de la proteína accesoria de IL18 (IL18RAP). De 
los genes seleccionados, sólo 3 de ellos habían sido asociados previamente a 
fenotipos óseos en mujeres HDAC5, SOX4 y SOX6 (Liu et al. 2009; 
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Rivadeneira et al. 2009; Duncan et al. 2011; Estrada et al. 2012). En este 
caso, nuestro objetivo fue replicar los resultados previos obtenidos. 
Los genes restantes se seleccionaron en base a los datos publicados. Así, 
CD80 y CD86 inhiben la diferenciación de osteoclastos induciendo la ruta 
IDO/triptófano (Bozec et al. 2014). IL-18 se regula por PTH y es requerida 
por su función anabólica (Raggatt et al. 2008). TNFRSF19 es una diana de 
RUNX2, contribuyendo a la regulación de la osteoblastogénesis (Wu et al. 
2014). TYROBP (DAP-12) es esencial para una correcta osteoclastogénesis 
(Koga et al. 2004a). La deficiencia de MMP9 causa una reparación defectuosa 
de la fractura ósea (Colnot et al. 2009). Finalmente, se ha descrito una 
asociación de SNPs en el gen MMP9 con DMO en una población japonesa, si 
bien es cierto, que se ha descrito únicamente en hombres (Yamada et al. 
2004). 
Para los genes HDAC5 y SOX6, se seleccionaron los SNPs rs228769 y 
rs7117858 respectivamente, que ya habían sido descritos previamente 
(Rivadeneira et al. 2009). Los SNPs de los genes IL-18 y MMP9 (rs1946518 y 
rs17576, respectivamente) se seleccionaron porque se habían descrito como 
variantes funcional que afectaban a la expresión génica (Giedraitis et al. 2001; 
Blankenberg et al. 2003). Por su parte, escogimos el SNP rs9550987 del gen 
TNFRSF19 porque genera un cambio missense (Ser31Thr) en la proteína.  
Para seleccionar el resto de polimorfismos, se utilizó la base de datos 
dbSNP del NCBI y se seleccionaron SNPs que tenían una heterocigosidad 
adecuada y una MAF en población caucásica superior al 5%. La posible 
funcionalidad de los SNPs se determinó usando el software GenePipe 
(http://genepipe.ncgm.sinica.edu.tw/). 
Cuando se analizaron los SNPs del estudio de células B, el software 
Genepipe mostró un riesgo medio para el SNP rs9550987 del gen TNFRSF19 
y un riesgo bajo para el SNP rs17576 del gen MMP9, dado que ambos SNPs 
se encuentran en regiones exónicas. 
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B.2) Estudio a partir de modelo celular. Expresión génica diferencial en 
osteoblastos de pacientes con fractura ósea. 
En el caso del estudio traslacional a partir de un modelo celular se 
seleccionaron 4 SNPs de 4 genes que resultaron diferencialmente expresados 
en el estudio de expresión génica (ver apartado 4.2.2). En la  <5% y todos 
cumplieron el EHW. 
Tabla 8 se pueden observar las frecuencias alélicas, genotípicas y el valor 
de P del EHW. Ninguno de los SNPs tuvo una MAF <5% y todos cumplieron 
el EHW. 
Tabla 8. Descripción de los polimorfismos del estudio de caracterización del perfil de 
expresión génica en la fractura osteoporótica. 
Cr SNP Gen 
Posición 
(GRCh38.p7) 
Localización AM Am MAF 
P-
EHW 
5 rs1366594 MEF2C 89080244 176kb upstream T G 0.39 0.68 
3 rs87939 CTNNB1 41096353 103kb upstream A G 0.33 0.95 
6 rs2745599 FOXC1 1613451 3’UTR A G 0.28 0.28 
8 rs9314318 EBF2 26046872 203kb upstream G A 0.32 0.2 
Cr: cromosoma; AM: Alelo mayor; Am: Alelo menor; MAF frecuencia del alelo minoritario; 
P-EHW: P-valor del equilibrio Hardy-Weinberg. 
 
Los genes se seleccionaron en base a datos publicados en relación al 
metabolismo óseo. El gen MEF2C (Myocyte-specific enhancer factor 2C) fue 
elegido debido a que previamente había sido relacionado con DMO en 
mujeres postmenopáusicas (Velázquez-Cruz et al. 2014), con la formación de 
hueso por parte del osteocito (Kramer et al. 2012; Wein et al. 2015), y en 
estudios GWAS de asociación a DMO (Zheng et al. 2013). 
Por su parte, CTNNB1 es un gen que codifica para la β-catenina, 
molécula implicada en angiogénesis, vía Wnt, y adhesión celular entre otros 
procesos. Asimismo, también había sido asociado a DMO en estudios GWAS 
(Hsu and Kiel 2012).  
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FOXC1 (Forkhead Box C1) es un gen relacionado con la diferenciación 
osteoblástica (Mirzayans et al. 2012) y con la ruta de regulación 
transcripcional de las células madre embrionarias (Omatsu et al. 2014). 
Por último, EBF2 (Early B-Cell factor 2) es un gen relacionado con las 
células B y por tanto con la Osteoinmunología (Qian et al. 2013), con la OPG 
(Patiño-García et al. 2009), y con la diferenciación de osteoclastos (Kieslinger 
et al. 2005). 
3.6.2 Genotipado mediante sondas TaqMan 
Como norma general, el genotipado de los SNPs estudiados en esta Tesis 
Doctoral se llevó a cabo usando ensayos de genotipado prediseñados TaqMan 
(Applied Biosystems). Estos ensayos incluyen sondas que permiten 
discriminar las muestras en función de los alelos que presentan, utilizando un 
sistema de PCR cuantitativa a tiempo real Fast 7900HT (Applied Biosystems), 
según las especificaciones del fabricante (García-Pérez et al. 2006b; Pineda et 
al. 2008). 
El protocolo general consiste en amplificar 20 ng de ADN genómico de 
cada muestra dispuesto en placas de 96 o 384 pocillos en presencia de 1x de 
Master Mix para genotipado TaqMan (Applied Biosystems); que contiene la 
enzima polimerasa AmpliTaq Gold® DNA Polymerase UP (Ultra Pure), 
dNTPs sin UTP, la referencia pasiva (ROX) y componentes optimizadores de 
la mezcla), y 1x de sonda específica de ensayo TaqMan. La tecnología basada 
en sondas TaqMan está fundamentada en el proceso de Transferencia de 
Energía entre Fluorocromos (FRET), que se basa en el hecho de que la sonda 
específica (oligonucleótido de ADN que incluye la región de estudio) está 
marcada con dos tipos de fluorocromos, un donador (reporter) y un receptor 
(quencher). Una vez la sonda ha hibridado, mientras permanezca intacta, la 
fluorescencia del quencher, que se encuentra situada en 3’, inhibe la 
fluorescencia del reporter, situada en 5’ (Figura 29.A).  
Durante la fase de extensión del ADN, la Taq Polimerasa degrada la 
sonda y gracias a la actividad 5’-3’ exonucleasa, libera al reporter, que al 
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verse libre del quencher es capaz de emitir fluorescencia. La señal 
fluorescente detectada en cada ciclo es proporcional, por tanto, a la cantidad 
de producto generado en ese ciclo. El ciclo de amplificación en que esta señal 
alcanza un nivel superior al límite de detección se conoce como Ct (cycle 
threshold, o ciclo umbral). 
Este proceso que se acaba de describir es el fundamento de las sondas 
TaqMan en general. En el caso específico de ensayos para discriminación 
alélica el mecanismo es algo diferente en el sentido que se utilizan dos sondas 
distintas en la misma reacción (mismo pocillo), una específica para cada alelo 
y cada una marcada con un fluoróforo distinto, lo cual nos permite conocer los 
alelos que presenta cada muestra en un mismo pocillo (Figura 29. B). 
 
Figura 29. Mecanismo de acción de las sondas TaqMan A. Sistema FRET general, en 
que se puede ver la transmisión de energía entre fluoróforos. B. Discriminación 
alélica mediante dos sondas diferentes. (Imagen modificada de la guía de genotipado de 
Applied Biosystems (http://www.appliedbiosystems.com/)). 
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Una vez amplificadas las muestras, los resultados se analizaron con el 
software propio del termociclador, el programa SDS 2.4 (Applied 
Biosystems), y cuyo resultado típico se muestra en la Figura 30. 
Para estimar la reproducibilidad del ensayo, en cada experimento (placa 
de PCR) se incluyeron en torno al 8% de las muestras ya genotipadas 
previamente. La reproducibilidad fue siempre superior al 99%. Dependiendo 
del SNP, entre el 0.5-3.0% de los genotipos no resultaban claros, debido 
generalmente a una pobre amplificación, y las muestras tuvieron que ser 
genotipadas por segunda vez para confirmar el genotipo. 
Figura 30. Imagen de la pantalla del software SDS 2.4 que muestra el resultado final 
de un ensayo de discriminación alélica mediante Sondas TaqMan. Como se puede 
observar, las fluorescencias detectadas son distintas según la presencia de uno u otro 
alelo. Específicamente en la imagen se muestran los dos genotipos homocigotos en 
azul y rojo y el genotipo heterocigoto en verde. 
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3.6.3 Genotipado mediante espectrometría de masas Madi-TOF 
(Plataforma Sequenom) 
En este trabajo de Tesis Doctoral, cuando interesó genotipar gran 
cantidad de SNPs en toda la cohorte, también se recurrió al genotipado 
mediante otra aproximación técnica basada en la tecnología PCR a tiempo real 
competitiva y espectrometría de masas MALDI-TOF, facilidad disponible en 
el Servicio de Genotipado y Epigenética de nuestra institución (Plataforma 
Sequenom; CA, EEUU). 
El ensayo iPLEX para genotipado de SNPs mediante la plataforma 
MALDI-TOF de Sequenom, es una herramienta válida para llevar a cabo 
estudios de genotipado y asociación a gran escala. Brevemente el método se 
basa en una extensión del cebador a partir de una única base tal como se 
observa en la Figura 31. 
Para ello se diseñan para cada SNP 4 cebadores, dos de ellos se usan 
para llevar a cabo una amplificación inicial de la región (cebadores de 
amplificación), y los otros dos son específicos de para cada posible alelo 
(cebadores de extensión), siendo su extremo 3’ inmediatamente adyacente al 
sitio polimórfico. Los cebadores de amplificación producen amplicones de un 
tamaño de entre 80-120pb. Tras la PCR convencional de amplificación, se 
añade la mezcla que contiene el cebador de extensión y se amplifica de nuevo 
la muestra.  
Tras preparar la muestra ésta es hibridada en una placa SpectroChip 
(Sequenom) lo que permite una lectura automatizada y el análisis de datos por 
un espectrómetro de masas compacto TM MALDI-TOF.  
El ensayo se basa en las pequeñas diferencias de masa que existen entre 
los productos gracias a la incorporación de terminadores con masa 
modificada, que permiten diferenciar entre el nucleótido presente en cada uno 
de los alelos. El análisis de datos se realiza en el módulo de software Typer. 
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Figura 31. Esquema del ensayo iPLEX de genotipado de Sequenom. En primer lugar, 
se amplifica el ADN genómico con ayuda de los cebadores de amplificación. En un 
segundo paso se procede a la extensión de los cebadores específicos para cada alelo, y 
se incorporan nucleótidos de masa conocida (terminadores), de tal manera que puede 
determinarse qué base ha incorporado en último lugar cada uno de los alelos. 
3.7 Estudios de funcionalidad de las variantes genéticas 
3.7.1 Identificación de una expresión génica dependiente de 
alelo (EGDA) 
Uno de los objetivos principales del presente trabajo de Tesis Doctoral 
ha sido la caracterización funcional de las distintas variantes asociadas a 
fenotipos óseos. Para ello, siempre se ha intentado determinar la existencia de 
una expresión génica dependiente de alelo (EGDA). La idea que subyace en 
esta forma de proceder es que si la variante se asocia estadísticamente a un 
fenotipo óseo, es posible que sea debido a que ella misma es una variante 
funcional. En tal caso, los dos alelos de la variante deberían asociarse a tasas 
de expresión génica distintas ya sea porque los dos alelos interaccionen de 
forma distinta con elementos en trans (p.e. factores de transcripción) o bien 
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porque estén asociados a otros elementos en cis (p.e. la verdadera variante 
funcional o bien una metilación diferencial). Para ello se han llevado a cabo 
una serie de experimentos que se detallan a continuación. 
 
3.7.1.1  Cuantificación de la EGDA mediante secuenciación 
Para detectar una EGDA existen varias aproximaciones. Una de las que 
hemos manejado en el laboratorio consiste en determinar la expresión de cada 
alelo en un individuo heterocigoto para un determinado polimorfismo. En este 
caso, para poder realizar este tipo de análisis, es indispensable que la región 
donde se localiza el SNP en cuestión se transcriba a ARN maduro. Si esta 
expresión difiere entre ambos alelos, se dice que existe desequilibrio alélico 
(allelic imbalance) y consiste en que en un individuo heterocigoto el ratio de 
expresión entre ambos alelos en el ARN difiere del ratio 1:1 presente entre los 
alelos en el ADN genómico (Pastinen 2004). 
El procedimiento consiste en obtener ADN genómico (ADNg) y ARN 
total de un tejido donde se exprese el gen portador del SNP estudiado. En 
nuestro caso usamos leucocitos de sangre periférica (PBLs, Perypheral Blood 
Leukocytes) de pacientes heterocigotas para dos SNPs de interés, el rs1883832 
de CD40 y el rs1126535 de CD40L (Tabla 5). Tras la obtención del ARN, se 
retrotranscribieron los ARNs a ADNc tal como se ha descrito previamente 
(apartado 3.4.1)  
Dado que tanto ADN como ARN comparten solamente la región 
codificante, se diseñó un cebador directo que amplificaba tanto ADNg como 
ADNc y cebadores reversos específicos para cada uno de ellos. Para 
amplificar ambos SNPs se usaron los cebadores que figuran en la Tabla 9. 
Los amplicones resultantes fueron secuenciados en el Servicio de 
Genotipado y Diagnóstico Genético de nuestra institución usando los mismos 
cebadores utilizados en la amplificación. Una vez obtenidas las secuencias, 
analizamos los picos de los electroferogramas resultantes usando el software 
PeakPicker (http://genomequebec.mcgill.ca/EST-HapMap), que permite 
cuantificar cada pico mediante una normalización del ratio de los 
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heterocigotos basándonos en la intensidad de los picos de expresión de bases 
cercanas que se establecen como controles (Ge et al. 2005). 
Tabla 9. Cebadores y tamaños de los amplicones del ensayo de allelic imbalance. 
Gen 
SNP PC 
(GRCh38.p7) 
Muestra Cebador directo (5’-3’) Cebadores reversos (5’-3’) Tamaño 
CD40L 
rs1126535 
(136, 648,396) 
ADNg 
ACCAAACTTCTCCCCGATCT 
CCATCATCCATCATTTGGGTA 225 pb 
ADNc CTTTTAATCTCCTCACAGTTCAGTAA 249 pb 
CD40 
rs1883832 
(46, 118,343) 
ADNg 
GCAGGGGAGTCAGCAGAG 
ACAAAAATCAGCCAGGAAGG 217 pb 
ADNc GGCACAAAGAACAGCACTGA 189 pb 
PC: posición cromosómica; ADNg: ADN genómico; pb: pares de bases 
3.7.1.2 Cuantificación de la EGDA mediante qPCR 
Otra de las formas en las que se buscó una posible EGDA fue mediante 
qPCR. En este caso, se extrajo ARN total de un tejido en el que el gen se 
expresa y se retrotranscribió como se ha descrito previamente. En este caso se 
seleccionaron mujeres homocigotas para los dos alelos y se comparó la 
expresión del gen entre ambos grupos de mujeres mediante qPCR usando 
sondas TaqMan, refiriéndola a aquella obtenida de los genes housekeeping. 
3.7.1.3 Caracterización de la tasa de transcripción mediante 
ensayos de gen reportero 
En base a este objetivo principal de caracterizar la EGDA, cuando se 
observaron diferencias en la expresión, con el fin de determinar si ésta era 
debida a una tasa de transcripción diferente dependiente de alelo se 
implementó una nueva metodología en el laboratorio para realizar ensayos de 
gen reportero utilizando plásmidos tipo pGL3 como vectores de transfección. 
El protocolo, independientemente de las variantes estudiadas, se realizó tal 
como se describe a continuación. 
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A) Obtención de las construcciones 
En primer lugar, se estudió en profundidad la secuencia adyacente a cada 
SNP, comprobando todos los polimorfismos presentes en la región y 
considerando las posibles opciones de diseño de cebadores, con el fin de 
obtener las secuencias amplificadas. Esto tenía como fin clonar secuencias 
idénticas excepto para el polimorfismo en cuestión, es decir, si existía algún 
otro polimorfismo cercano, que ambas construcciones tuviesen el mismo 
genotipo para ellos. En nuestro caso el rango de tamaños osciló entre 350-900 
pb según la secuencia estudiada. 
Los cebadores se diseñaron con la herramienta web Primer-3 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) y después se les añadió 
secuencias diana específicas para dos de las enzimas de restricción que se 
encuentran en la región de clonado múltiple de los vectores pGL3 utilizados. 
En concreto se introdujeron las secuencias de SacI (5′-GAGCTC-3′) en el 
cebador directo y la de XhoI (5′-CTCGAG-3) en la del reverso, así como una 
cola de 6 adeninas en cada uno de ellos para favorecer la posterior digestión 
por las enzimas de restricción.  
La amplificación de las regiones se llevó a cabo mediante PCR 
convencional, ajustando la Tm (Temperatura melting) según variara la 
secuencia de los cebadores.. 
Los vectores usados fueron los plásmidos comerciales pGL3 de Promega 
pGL3-Basic, pGL3-Promotor, pGL3-Enhancer y pGL3-Control (Figura 32). 
Todos ellos tienen en común el gen reportero de luciferasa, además del gen 
que codifica para la β-lactamasa, que dota al vector de la resistencia a 
ampicilina, y una región de clonado múltiple. Además, tanto pGL3-Promotor 
como pGL3-Control, presentan un promotor fuerte procedente del virus 
SV40; y pGL3-Enhancer y pGL3-Control disponen de un enhancer del mismo 
virus que intensifica la expresión. 
En general se usaron pGL3-Basic y pGL3-Enhancer en aquellos casos 
que se clonó una secuencia promotora íntegra o con la mayor parte de 
secuencias consenso para el inicio de la transcripción, debido a que estos 
Identificación de genes y polimorfismos asociados a fenotipos óseos 
 
127 
 
vectores carecen de ellas. Consecuentemente, una vez transfectadas estas 
construcciones, debería producirse un aumento en la expresión del gen 
reportero. 
Cuando el objetivo consistió en comprobar si la región contenía 
elementos reguladores que afectasen a la tasa de transcripción, usamos pGL3-
Promoter. El vector pGL3-Control, por su parte, se utilizó siempre como 
control positivo de la tasa de transcripción, así como en aquellas secuencias en 
las que el elemento regulador resultó ser un inhibidor de la expresión génica. 
 
Figura 32. Estructura de los vectores pGL3. Imagen tomada de Promega®. 
 
Tras la amplificación de la región, tanto los amplicones como los 
vectores en los que ésta se iba a clonar se digirieron con las enzimas de 
restricción SacI y XhoI (New England Biolabs, Ipswich, MA, EEUU), para las 
que se habían generado sitios de corte en los cebadores que amplificaron la 
región, y para las que existen sitios de restricción en la región de clonado 
múltiple de los vectores. La digestión tuvo lugar a 37ºC durante 16 h en el 
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termociclador, seguido de una incubación durante 20 min a 65ºC para la 
inactivación de las enzimas. Para comprobar la correcta digestión de los 
vectores, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1%. 
Una vez comprobada la digestión, los vectores fueron desfosforilados 
para evitar la recircularización usando la fosfatasa alcalina de Roche (Risch-
Rotkreuz, Suiza), según las instrucciones del fabricante (30 min a 37ºC y 2 
min a 75ºC). 
Una vez desfosforilados los vectores, se realizó la ligación de las 
muestras con los mismos. Para ello el inserto se añadió en una relación 1:3 en 
masa. La cantidad de vector digerido fue 75 ng, y de inserto 225 ng, a los que 
se les añadió 5U de Ligasa T4 (Roche) en un volumen final de 30 µL. 
La ligación se llevó a cabo en dos pasos, en primer lugar, se realizó una 
mezcla inicial con el vector, inserto y agua, y se incubó a 45ºC durante 5 min 
con tal de evitar las posibles complementariedades entre los diferentes 
extremos de vector e inserto. A continuación, se añadió la ligasa y el tampón y 
se dejó 16 h a 16ºC, seguida de una inactivación enzimática de 10 min a 65ºC 
cuando finalizó la reacción de ligación. 
Una vez obtenida la construcción, se procedió a la transformación de un 
cultivo de bacterias competentes con la ligación. Se usó la bacteria 
Escherichia coli competente, es decir con capacidad aumentada de permitir la 
entrada de ácidos nucleicos en su interior mediante alteraciones en su 
membrana y pared celular. La competencia se indujo mediante un método 
químico usando RbCl2 (Hanahan 1983). Brevemente, a partir de un precultivo 
de E. coli, se preparó un cultivo y se dejó crecer hasta que la densidad óptica a 
590 nm alcanzó el rango entre 0.38-0.45 unidades de densidad óptica, lo que 
indica que el crecimiento se encontraba en fase exponencial. A partir de este 
momento se favorece la entrada del ADN exógeno a través de las zonas de 
adhesión de la pared bacteriana, por lo que se mantuvo el cultivo en frío, con 
la finalidad de disminuir el movimiento browniano de los fosfolípidos de 
membrana, y además se compensaron las cargas negativas del ADN con un 
catión divalente, en nuestro caso el rubidio. Una vez tratadas, las bacterias 
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competentes se congelaron en N2 líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su 
uso. 
La incorporación de nuestra molécula de ADN recombinante (o 
construcción) y de los plásmidos vacíos, que se usan como controles al 
interior de las bacterias se realizó por choque térmico. El método se basa en 
someter a la célula a un cambio de temperatura de forma brusca para que el 
ADN penetre a través de las zonas de adhesión hacia el interior por diferencia 
de gradiente.  
En primer lugar, se mezcló la construcción en un vial de células 
competentes y la mezcla se incubó en hielo durante 30 minutos para favorecer 
la homogeneización de la construcción alrededor de todas las células.  
A continuación, se produjo un choque térmico a 42ºC en un baño seco 
Grant QBD2 (Grant Instruments, Royston, Reino Unido) durante 45 segundos 
y se depositó de nuevo el vial en el hielo. Se añadió medio Luria Broth (LB) 
(Pronadisa, Condalab, Madrid, España) sin ampicilina (Sigma-Aldrich), y se 
cultivó durante 1 h a 37ºC, lo que permitió que las bacterias crecieran y 
sintetizasen β-lactamasa, una proteína que afecta al anillo betalactámico, una 
estructura molecular que presentan algunos antibióticos como la ampicilina o 
penicilina. La rotura de esta estructura desactiva las propiedades 
antimicrobianas de la molécula. A continuación, se sembraron los cultivos 
transformados en placas con ampicilina, dejándolas crecer durante toda una 
noche. Al incorporar ampicilina en el medio de cultivo, solamente son 
capaces de crecer aquellas células que han incorporado una de las 
construcciones que confiere resistencia, lo que permite la selección de las 
colonias de interés. 
Al día siguiente se seleccionaron colonias aisladas para comprobar la 
presencia de la construcción con la que se transformó. Para ello, se picaron las 
colonias con una punta estéril, realizando en primer lugar una réplica en placa, 
y después depositando el resto de material en un tubo de PCR con la mezcla 
preparada para amplificar parte de la construcción usando cebadores internos 
al vector (Tabla 10). 
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Tabla 10. Secuencia de los cebadores específicos de los vectores pGL3. El tamaño de 
amplificado varía en función de si el vector en cuestión tiene o no el promotor de 
SV40, siendo de 169 pb para pGL3-Basic y pGL3-Enhancer y de 361 pb para pGL3-
Promotor y pGL3-Control (tamaños de amplificación para el vector vacío). 
  
Secuencia 
RVprimer3 Directo 5´-CTAGCAAAATAGGCTGTCCC-3´ 
GLprimer2 Reverso 5´-CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA-3´ 
 
Para comprobar si el inserto está presente en las células que componen la 
colonia, o si, por el contrario, se trata de plásmido intacto se realizó una PCR 
con cebadores que amplifican la región de clonado múltiple del vector, de 
forma que el tamaño del amplificado era diferente si contenía o no el inserto 
en dicha región. 
La comprobación se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 
1% usando como control negativo la amplificación del vector vacío. En la 
Figura 33 se observa la diferencia entre los tamaños de los amplificados según 
si han incorporado o no el inserto. 
 
Figura 33. Comprobación de la incorporación del amplicón al vector pGL3 promotor 
mediante gel de agarosa al 1%. Como se observa, en las calles 1, 7, 9 y 12 existe la 
banda propia del vector intacto (361 pb), mientras que en el resto se produce un 
retraso de la banda debido a la incorporación de un inserto. MPM: Marcador peso 
molecular 100 pb. 
Una vez comprobado el éxito de la ligación, se realizaron pre-cultivos en 
medio líquido LB sin ampicilina (100 ml) para las colonias positivas, y a 
Identificación de genes y polimorfismos asociados a fenotipos óseos 
131 
continuación se obtuvo plásmido recombinante en grandes cantidades 
mediante el kit Plasmid Plus Maxi kit (Quiagen, Hilden, Alemania), siguiendo 
las indicaciones del fabricante.  
Brevemente el procedimiento se basa en una lisis alcalina que 
desnaturaliza el ADN y una neutralización que cambia bruscamente el pH 
favoreciendo la precipitación del ADN genómico, pero no del plasmídico, que 
consigue renaturalizar. Quedan por tanto en suspensión los ácidos nucleicos 
pequeños como el ARN y ADN plasmídico. En este paso, se usan columnillas 
de intercambio iónico que unen el ADN, purificándolo.  
Una vez obtenido ADN plasmídico purificado se cuantificó en el 
espectrofotómetro para determinar la concentración y para asegurarnos de la 
presencia del inserto, de la orientación del mismo dentro del vector y de la no 
existencia de mutaciones, se enviaron las muestras a secuenciar en la Unidad 
de Genotipado y Diagnóstico Genético de nuestra institución. 
B) Transfección y medida de la actividad luciferasa
Para establecer el efecto funcional sobre la expresión del gen reportero, 
en este caso el gen de la luciferasa, las distintas construcciones se deben 
expresar en una célula eucariota en la que estén presentes los factores 
necesarios, tanto basales como reguladores. Para este proceso de transfección 
se usaron placas de cultivo de 6 ó 24 pocillos, según el diseño experimental, 
de cada uno de los tipos celulares que se pretendiera analizar. La transfección 
tuvo lugar cuando los cultivos alcanzaron un 80% de confluencia. 
El procedimiento consiste en introducir ADN exógeno en el interior 
celular, para lo cual utilizamos lipofectamina LTX (Invitrogen Corporation, 
CA, EEUU). La lipofectamina es un reactivo que aumenta la eficiencia de 
incorporación de los ácidos nucleicos en células in vitro al formar complejos 
entre éstos y los lípidos catiónicos, que muestran afinidad por la membrana, 
permitiendo así la entrada del ADN exógeno al citosol. 
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La lipofectamina se preparó en el medio de cultivo correspondiente para 
cada tipo celular, preparado sin antibiótico ni suero para no interferir en la 
acción de la misma, según lo especificado por el fabricante. En la mezcla 
destinada a cada pocillo se incluyó la cantidad correspondiente de cada una de 
las construcciones, así como una cantidad fija del vector pRLSV40 de Renilla 
reniformis por cada pocillo. En general, se estableció que la proporción idónea 
era de 1:20 (pRLSV40: pGL3). 
Renilla reniformis es un organismo formado por un conjunto de pólipos 
que tienen diferentes formas y funciones, entre ellas la bioluminiscencia. Por 
tanto, el uso del plásmido mencionado nos proporciona una medida de 
luminiscencia que permite establecer una ratio normalizadora. El 
procedimiento de determinación de la actividad luciferasa se realizó utilizando 
el kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega), siguiendo las 
especificaciones del fabricante. Brevemente, el ensayo consiste en transfectar 
los cultivos con la mezcla mencionada, dejar incubar esta reacción durante 5 
horas, y sustituir el medio de transfección por medio completo (con suero y 
antibiótico). Las placas se incuban durante 48 h adicionales. Durante este 
periodo, las células tienen tiempo suficiente para repararse del daño causado 
por la transfección y expresar los plásmidos introducidos, tras lo cual las 
células son lisadas y ya puede determinarse la actividad luciferasa. 
Para determinar el valor de luminiscencia se dispusieron 20 µL de cada 
uno de los lisados en pocillos de una placa oscura y se añadieron 60 µL del 
reactivo LARII del kit de Promega mencionado anteriormente. Se midió la 
luminiscencia procedente de los vectores pGL3 (luciferasa de la luciérnaga) y 
a continuación se añadió el reactivo Stop and Glo del mismo kit para medir la 
luminiscencia emitida por Renilla reniformis.  
Estas determinaciones se realizaron en un luminómetro VICTORTM X3 
Multilabel Plate Reader (PerkinElmer) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. 
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3.7.2 Cuantificación del grado de metilación de islas CpG en 
regiones promotoras 
En el caso de detectar una EGDA que no era posible explicar por 
factores actuando en trans (factores de transcripción), se decidió analizar 
posibles factores que actúan en cis, como por ejemplo una metilación 
diferencial dependiente de alelo en la región promotora del gen. 
En el caso del gen CD40 se detectó un desequilibrio alélico mediante 
secuenciación que no era debido a que los distintos alelos unieran factores de 
transcripción de manera diferencial en la célula donde las construcciones 
fueron transfectadas. Por tanto, se decidió en primer lugar, detectar posibles 
islas CpG alrededor del sitio de inicio de la transcripción del gen CD40 y tras 
esto, comparar el grado de metilación en mujeres con genotipo TT para el 
SNP rs1883832 (asociados a menor DMO) frente a mujeres homocigotas para 
el alelo C. Sin embargo, aquí se hizo patente el problema de la escasez de 
mujeres TT por lo que se decidió comparar mujeres de alta frente a baja 
DMO. 
Con el objetivo de estudiar las diferencias en el grado de metilación de 
las islas CpG localizadas en torno al sitio de inicio de la trascripción del gen 
CD40, entre mujeres de baja y alta masa ósea (cohorte DMO), se 
establecieron dos grupos de mujeres según su masa ósea (ambos N=30). El 
valor de masa ósea se obtuvo como el valor promedio de la DMO del cuello 
femoral y de la columna lumbar, eligiendo las 30 mujeres con mayor masa 
ósea (DMO-CF: 0.949 ± 0.111 g/cm
2
; DMO-CL: 1.178 ± 0.100 g/cm
2
) y las 
30 con menor masa ósea (DMO-CF: 0.690 ± 0.054 g/cm
2
; DMO-CL: 0.805 ± 
0.049 g/cm
2
) para establecer los grupos. Todas las participantes en este 
estudio fueron mujeres menopáusicas sin tratamiento.  
Para la identificación de las islas CpG, usamos la herramienta web CpG 
Island Searcher (http://cpgislands.usc.edu/) (Takai and Jones 2002), 
analizando más de 2000 pb alrededor del sitio de inicio de la transcripción del 
gen de CD40 (Figura 34). Para llevar a cabo el análisis de cuantificación de la 
metilación se utilizó la plataforma MassARRAY EpiTYPER (Sequenom), un 
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sistema que combina la escisión de ácidos nucleicos específica de bases 
(MassCLEAVE) con el análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF 
(Ehrich et al. 2005). 
 
Figura 34. Secuencia de 2160 pb en torno al sitio de inicio de la transcripción del gen 
CD40 (secuencia marcada en color rojo). Los sitios CG están marcados en color 
amarillo. El promotor se encuentra subrayado. Las secuencias verde y azul son las 
correspondientes a los cebadores que amplifican las dos regiones estudiadas. 
 
Brevemente, el protocolo comienza con el tratamiento del ADNg (1µg; 
obtenido de PBLs) con bisulfito sódico durante 16 horas, usando el kit de 
metilación de ADN EZ-96 (Zymo Research, Irvine, CA, EEUU). A 
continuación, se realiza una amplificación por PCR con unos cebadores 
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especiales, los directos contienen una diana de 10 nucleótidos para ajustar las 
diferencias de Tm, y los reversos contienen el promotor de la polimerasa T7 
para la trascripción in vitro. 
De los posibles amplicones diseñados para el gen CD40 por el software 
Epidesigner (Sequenom), seleccionamos dos que cubrían el 40% de la isla 
CpG1 y la isla CpG2 completa. El protocolo de amplificación fue: 95°C 
durante 15 min (1 ciclo), y 95°C durante 20 s, 56°C durante 30 s, y 72°C 
durante 30 s (45 ciclos). Los dNTPs que no se habían incorporado fueron 
defosforilados con fosfatasa alcalina de camarón (Sequenom). 
Posteriormente, el promotor introducido se utiliza para realizar una 
transcripción in vitro a ARN usando 2 µl de producto de PCR sobre la cadena 
reversa. El ARN obtenido se trata con RNasa A (específica de pirimidinas) y 
genera fragmentos que difieren en tamaño y en masa debido a su composición 
nucleotídica, generando un patrón de señales distintivo para el ADN metilado 
y no metilado que es analizado y cuantificado con el sistema MassARRAY. 
La abundancia de cada fragmento (nivel de señal/ruido en el espectro) es 
indicativa de la cantidad de metilación del ADN en la secuencia analizada. 
La metilación fue analizada con el software EpiTyper (Sequenom) para 
generar resultados cuantitativos para cada sitio CpG. Los datos de metilación 
fueron generados como valores entre 0 y 1, indicando el porcentaje de 
metilación del molde original. Para cada muestra, el análisis de metilación se 
realizó por triplicado y los sitios CpG que mostraron más del 15% de 
diferencia en metilación entre las réplicas fueron excluidos. 
3.7.3 Papel del sistema CD40/CD40L en la producción de 
osteoprotegerina (OPG) 
3.7.3.1 Estudios en modelo animal 
Dado el papel crucial que tiene la OPG en la regulación de la 
homeostasis ósea (ver Introducción), el estudio de las fuentes de esta 
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citoquina y sobre todo, la posible implicación del sistema CD40/CD40L en su 
regulación, ha supuesto uno de los bloques centrales de este trabajo de Tesis. 
Según lo descrito por Li y colaboradores (Li et al. 2007a), las células B 
representan la mayor fuente de producción de OPG en médula ósea. Dentro de 
este linaje, las células plasmáticas producen la mayor cantidad por célula, pero 
debido a la baja presencia de esta subpoblación en médula ósea (en torno al 
1% del total), el papel de mayor productor total recae sobre las células B 
maduras. En este estudio se concluyó además que a pesar de que en bazo 
alrededor del 50% de las células son linfocitos B, la producción de OPG por 
célula es menor que en médula ósea o sangre periférica, si bien esta 
producción es incrementada mediante la estimulación con una proteína 
recombinante trimérica de CD40L, induciendo una expresión de OPG de hasta 
el doble que en las condiciones basales. 
Para evaluar el efecto de la administración de un anticuerpo activador 
anti-CD40 de grado funcional (Miltenyi Biotec, Gladbach, Alemania), sobre 
la producción de OPG en células de médula ósea, bazo y, en especial, en 
células B CD19
+
, se diseñó un experimento usando como modelo ratonas de 
la cepa C57BL/6. El experimento constó de dos bloques que se detallan a 
continuación. 
 
Estudio in vivo 
El estudio in vivo se diseñó para comprobar el efecto de la 
administración intraperitoneal del anticuerpo activador de CD40 a dosis 
crecientes sobre el nivel de OPG sérica. El experimento se realizó en dos 
fases. 
En primer lugar, se evaluó el efecto de la inyección intraperitoneal del 
anticuerpo anti-CD40 a dosis creciente usando como control negativo suero 
salino (Fisiovet Solución, Braun, España).  
Para ello se usaron 32 ratonas C57BL/6 de 10 semanas (Janvier), y tras 7 
días de cuarentena en el animalario de la institución, se comenzó el 
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experimento. Se repartieron los animales aleatoriamente en 4 grupos 
experimentales, según lo dispuesto en la Tabla 11. 
Tabla 11. Número de individuos y tratamientos para cada grupo del estudio. 
Dosis N 
Salino - 8 
mAb anti-CD40 - 0.5 0.5 μg en 100 μl 8 
mAb anti-CD40 - 5 5 μg en 100 μl 8 
mAb anti-CD40 - 50 50 μg en 100 μl 8 
Una vez identificados los individuos, se procedió a administrar a cada 
grupo las 6 dosis previstas de anticuerpo o control mediante una inyección 
intraperitoneal con una aguja de 27G. Estas dosis se administraron en días 
alternos durante 12 días (Figura 35). 
Figura 35. Administración de los tratamientos mediante inyección intraperitoneal. 
Tras la finalización del tratamiento se procedió al sacrificio por 
exsanguinación según lo explicado en el apartado 3.5.1.1. El suero se usó para 
la cuantificación de OPG por ELISA (OPG Duoset, R&DSystems). Todas las 
determinaciones de OPG en el modelo animal se llevaron a cabo con este 
ELISA directo como se describe en el apartado 3.2.3. 
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A la luz de los resultados del primer experimento, se decidió repetir el 
ensayo incluyendo la administración de un control isotípico de nuestro 
anticuerpo anti-CD40 para eliminar posibles efectos inespecíficos. Para ello, 
se adquirió una segunda tanda de ratonas (n=19) y se estableció el diseño 
experimental que se detalla en la Tabla 12. El procedimiento experimental fue 
idéntico al descrito para la primera tanda de ratonas. 
Tabla 12. Número de individuos y tratamientos de cada grupo del estudio 
  Dosis n  
Salino - 3 
mAb anti-CD40 - 10 10 μg en 100 μl 4 
mAb anti-CD40 - 50 50 μg en 100 μl 4 
IgG 2k -10 10 μg en 100 μl 4 
IgG 2k - 40 40 μg en 100 μl 4 
 
Estudio in vitro 
Una vez sacrificados los animales de los estudios in vivo, se procedió a 
comprobar si los efectos de los tratamientos con respecto al nivel sérico de 
OPG se mantienen en cultivos celulares realizados a partir de médula ósea y 
bazo de estos animales. Estos estudios se han denominado in vitro. Las 
muestras de médula y bazo se obtuvieron según lo especificado en el apartado 
3.5.1.1. 
Además del experimento citado en el cual se comprobó si la producción 
de OPG era mantenida, en este apartado se determinó también la producción 
de OPG en cultivos de células B CD19
+
 inmunopurificadas a partir de médula 
ósea total, según lo descrito anteriormente. Para ello, se sembraron células de 
médula ósea, bazo y linfocitos B CD19
+ 
de cada individuo de la primera tanda 
de ratonas (n=32) en placas de 24 pocillos, a razón de 400000 células por 
pocillo. A los 6 días se recogieron los sobrenadantes y se determinó la 
cantidad de OPG mediante ELISA (OPG Duoset, R&DSystems), así como la 
cantidad total de proteína presente en cada pocillo usando el reactivo Bradford 
(Bradford 1976), a fin de comprobar que el número de células sembradas en 
todos los pocillos era igual. 
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3.7.3.2 Estudio del efecto de un anticuerpo activador de CD40 
sobre la producción de OPG en varios modelos celulares 
 Estudio en pre-osteoblastos
Con el fin de comprobar si la estimulación de CD40 en el osteoblasto 
aumenta la producción de OPG, decidimos realizar un ensayo con la línea 
celular murina MC3T3-E1. Estas células son pre-osteoblásticas, por lo que se 
diferencian a osteoblastos en presencia de MOG (Medio osteoblastogénico). 
Se probó el efecto de varios estímulos sobre la producción de OPG en el 
sobrenadante de estos cultivos. Concretamente, del anticuerpo anti-CD40 
(Milteny), de su control isotípico IgG2k (BD), de la proteína trimérica CD40L 
recombinante (Peprotech, NJ, EEUU) y de la PTH (Peprotech). Todos estos 
experimentos se realizaron tanto en presencia como en ausencia de inductores 
de diferenciación osteoblástica (MOG), para comprobar si el efecto era 
dependiente del grado de diferenciación. 
El diseño experimental se muestra en la Tabla 13 Diseño experimental del 
primer ensayo de estimulación de células MC3T3-E1. La cantidad de estímulo 
recibido en cada pocillo según su grupo experimental está indicada en cada caso. Se 
probaron todas las condiciones por triplicado, sembrándose las células en 
proliferación a razón de 50000 células/pocillo y las de confluencia a 150000 
células/pocillo.El experimento comenzó cuando estos últimos alcanzaron el 
estado de confluencia. Tras 6 días de cultivo se recogieron los sobrenadantes 
de cada cultivo para la determinación de OPG mediante ELISA (OPG Duoset, 
R&D Systems) y se comprobó la cantidad de proteína presente en cada pocillo 
por el método Bradford. 
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Tabla 13 Diseño experimental del primer ensayo de estimulación de células MC3T3-
E1. La cantidad de estímulo recibido en cada pocillo según su grupo experimental está 
indicada en cada caso. 
 Estímulo Cantidad estímulo  
Control - - 
CD40-0.5 Anticuerpo anti-CD40 (Milteny) 0.5 µg/ml 
CD40-20 Anticuerpo anti-CD40 (Milteny) 20 µg/ml 
CD40L-500 Proteína trimérica CD40L (Peprotech) 500 ng/ml 
IgG-20 Control isotípico (IgG2k) (BD) 20 µg/ml 
PTH-0.1 Parathormona (PTH) (Peprotech) 0.1 nM 
PTH-2 Parathormona (PTH) (Peprotech) 2 nM 
En un segundo estudio, decidimos aumentar el número de variables y 
pocillos para cada condición, según lo dispuesto en la Tabla 14. Cada 
condición experimental se ensayó por cuadruplicado, disponiendo 400000 
células por cada pocillo. Tras 6 días de cultivo se recogieron los 
sobrenadantes de cada cultivo para la determinación de OPG mediante 
ELISA.  
Tabla 14. Diseño experimental del ensayo de estimulación de células MC3T3-E1. Se 
indica el tratamiento y la cantidad de estímulo añadido en cada pocillo. 
 Estímulo 
Cantidad 
estímulo/pocillo (ng) 
Control - - 
CD40-5 Anticuerpo anti-CD40 (Milteny) 5 
CD40-10 Anticuerpo anti-CD40 (Milteny) 10 
CD40-50 Anticuerpo anti-CD40 (Milteny) 50 
CD40-100 Anticuerpo anti-CD40 (Milteny) 100 
CD40L-50 Proteína trimérica CD40L (Peprotech) 50 
CD40L-200 Proteína trimérica CD40L (Peprotech) 200 
CD40L-500 Proteína trimérica CD40L (Peprotech) 500 
IgG-5 Control isotípico (IgG2k) (BD) 5 
IgG-50 Control isotípico (IgG2k) (BD) 50 
IgG-100 Control isotípico (IgG2k) (BD) 100 
 
En esta ocasión los resultados no se normalizaron respecto a cantidad de 
proteína, ya que las células se lisaron con Trizol (Invitrogen) para obtener 
ARN, según lo descrito anteriormente, a fin de realizar un ensayo de 
expresión génica. En cualquier caso, se sembraron el mismo número de 
Identificación de genes y polimorfismos asociados a fenotipos óseos 
141 
células en cada pocillo, lo cual fue corroborado por la alta repetitividad entre 
las múltiples réplicas de cada condición experimental. 
 Estudio en células de médula ósea total, bazo y linfocitos B CD19+
En un experimento piloto inicial se comprobó el efecto de la 
administración del anticuerpo activador de CD40 sobre células cultivadas a 
partir de MO total y Bazo de ratón. 
Se dispusieron cultivos de 400000 células/pocillo a partir de la médula 
ósea y bazo de 4 ratonas de la cepa C57BL/6 sin tratamiento. Los pocillos se 
trataron según lo dispuesto en la Tabla 15. Se realizó un tratamiento con dosis 
0.1, 1 y 10 µg/ml de mAb anti-CD40, y además se trató con fitohemaglutinina 
(PHA), un conocido mitógeno, a la dosis de 10 µg/ml. En el caso del cultivo 
de células de médula ósea, se añadió un pocillo extra en el que se realizó un 
co-cultivo con células de bazo previamente activadas con PHA (10 µg/ml) 
durante 24 horas. 
Tabla 15. Tratamientos del ensayo de determinación del efecto in vitro de la 
estimulación de las células B y T de médula ósea y bazo vía CD40. 
Tratamiento Concentración estimulo (µg/ml medio) 
MO TOTAL RPMI - 
CD40-0.1 0.1 
CD40-1 1 
CD40-10 10 
PHA 10 
LINF T Co-cultivo 
BAZO RPMI - 
CD40-0.1 0.1 
CD40-1 1 
CD40-10 10 
PHA 10 
A la luz de los resultados del experimento piloto, se decidió comprobar 
el efecto de la administración directa de mAb anti-CD40 sobre los cultivos de 
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células B CD19
+
, para lo cual, dispusimos de 8 ratonas no tratadas de la cepa 
C57BL/6.  
Las ratonas se sacrificaron con 12 semanas de edad y se obtuvieron las 
células de médula ósea a partir de ambos fémures, inmunopurificando las 
células B CD19
+
 a partir de la médula obtenida de uno de ellos tal como se 
describe en el apartado 3.5.1.1. El experimento no se realizó en bazo, ya que 
el resultado en el experimento piloto reveló que no había producción de OPG 
en ninguna de las condiciones. 
Una vez obtenidas las células, se sembraron a razón de 400000 
células/pocillo. Estos cultivos se trataron con el anticuerpo a dosis crecientes, 
así como con el anticuerpo anti-CD3 que es activador de las células T, según 
lo descrito en la Tabla 16. El sobrenadante se recogió en los días 3 y 6 y se 
determinó la cantidad de OPG y proteína total según lo descrito 
anteriormente. 
 
Tabla 16. Tratamientos del ensayo de determinación del efecto in vitro de la 
estimulación de las células B y T de médula ósea vía CD40.  
 Tratamiento  Concentración estimulo (µg/ml medio) 
MO TOTAL DMEM - 
CD40-0,1 0.1 
CD40-1 1 
CD40-10 10 
CD3+ CD40-1  1 (de cada anticuerpo) 
CD3  1 
LINF B (MO) RPMI - 
CD40-1 1 
 
 
3.8 Expresión diferencial de micro-RNAs en la fractura ósea 
Uno de los objetivos fundamentales de esta Tesis Doctoral fue la 
caracterización fenotípica y la identificación de nuevos biomarcadores de 
riesgo de fractura osteoporótica. Por tanto, se decidió realizar un estudio del 
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perfil de microRNAs expresados en suero de pacientes que hubieran sufrido 
una fractura osteoporótica (grupo Fractura) comparándolo con el de controles 
osteoartríticas sometidas a cirugía de reemplazo de la cadera (grupo Control), 
con el fin de igualar al máximo las variables entre casos y controles. Este 
perfil de expresión de microRNAs se denominó “miRNAoma”.  
El estudio se diseñó en dos fases. En primer lugar, se estudió el perfil de 
expresión diferencial de miRNAs séricos entre los grupos Fractura y Control 
en las mujeres de la Cohorte Fractura usando pools. Una vez establecido el 
perfil de expresión se validaron determinados miRNAs en muestras 
individuales.  
3.8.1 Primera fase: Elaboración del perfil 
Para elaborar el perfil se seleccionaron dos pequeños grupos de mujeres, 
escogiendo sueros que no estuvieran hemolizados, ya que se ha descrito que la 
hemólisis afecta los niveles de ciertos miRNAs (Kirschner et al. 2011). La 
hemólisis se determinó mediante la cuantificación espectrofotométrica a 414 
nm y se consideró la muestra hemolizada al superar el umbral de 0.2 OD. 
3.8.1.1 Extracción de ARN, síntesis de ADNc y controles de 
calidad 
El análisis de la expresión diferencial de microRNAs séricos se llevó a 
cabo con el sistema miRCURY LNA™ Universal RT miRNA PCR (Exiqon, 
Vedbaek, Dinamarca). En primer lugar, realizamos una extracción de ARN 
total independiente para cada muestra usando miRNeasy Mini kit (Qiagen, 
Hilden, Alemania). Como control de calidad del proceso, y con el objetivo de 
determinar la eficiencia de la extracción, se añadieron tres ARNs sintéticos 
denominados spike-ins (UniSP2, UniSP4 y UNiSP5) a las concentraciones 
recomendadas por el fabricante. 
Se descongeló el suero en hielo y después se centrifugó a 3000xg a 4ºC. 
Se tomaron 200 µl del sobrenadante, se añadieron los spike-ins y se mezclaron 
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con 750 µl del reactivo de lisis QIAzol (Qiagen), que contenía 1.25 mg/ml de 
ARN del bacteriófago MS2 como carrier para favorecer la precipitación de 
los miRNAs. La extracción se llevó a cabo según las instrucciones del 
fabricante, a excepción del paso del lavado final (RPE buffer), que se realizó 
tres veces en lugar de una. El ARN total se eluyó en 50 µl de agua DEPC. 
Para la síntesis de ADNc, se realizaron dos pools con idéntica cantidad 
de ARN de cada sujeto. El grupo Fractura contenía 8 muestras mientras que el 
grupo Control estaba formado por 5 ARNs. De cada pool de ARNs se 
realizaron tres síntesis de ADNc independientes (F1-F3 para el grupo Fractura 
y C1-C3 para el grupo Control) con el kit Universal cDNA synthesis II 
(Exiqon). Como un control de calidad adicional, durante la síntesis de ADNc, 
se añadieron otros dos spike-ins (UniSP6 y cel-miR-39) para detectar la 
presencia de inhibidores potenciales en el proceso de síntesis de ADNc o de la 
PCR a tiempo real. 
 
3.8.1.2 Análisis de la expresión diferencial de miRNAs 
Una vez obtenidas las muestras de ADNc, se montaron en un panel de 
PCR de 384 pocillos para miRNAs de Suero/Plasma (V3.M: Exiqon). Estos 
paneles contienen cebadores específicos para la detección de los 179 miRNAs 
séricos más expresados en humanos (ANEXO III), además de contener 
cebadores para la detección de los spike-ins añadidos durante la extracción de 
ARN y la síntesis de ADNc que podría indicar variabilidad entre placas y la 
posible presencia de inhibidores en la síntesis de ADNc y/o en la PCR. 
Cada placa de 384 pocillos contiene dos paneles completos de cebadores 
y 2 controles negativos. La PCR a tiempo real se llevó a cabo según 
instrucciones del fabricante en un sistema de PCR a tiempo real 7900 HT Fast 
(Applied Biosystems). En cada placa de 384 pocillos, los ADNc de muestras 
de Fractura y Controles se amplificaron en paralelo.  
Los valores de expresión se calcularon por el método de 2^
-(ΔΔCt)
, 
determinándose los valores de media ± DE, así como el fold change que 
Identificación de genes y polimorfismos asociados a fenotipos óseos 
 
145 
 
mostraba el valor de cambio entre el grupo control y el grupo de fractura ósea, 
para cada miRNA presente en el suero. 
Un cambio de un fold change supondría un cambio del 100% del valor, 
es decir, un fold change puede entenderse como veces que cambia un 
determinado valor con respecto al valor inicial. 
 
3.8.2 Segunda fase: Validación del perfil 
Una vez se hubieron establecido las diferencias entre grupos, el objetivo 
fue validar los resultados usando un mayor número de muestras individuales. 
Durante la fase de validación se usaron ARNs de 12 controles y de 15 
fracturas óseas, introduciendo un 40% de muestras hemolizadas en cada 
grupo, con el fin de comprobar si la hemólisis afectaba al nivel de los 
miRNAs diferencialmente expresados. Esto indudablemente es de interés para 
su posible aplicación clínica. 
Para el análisis de la expresión de estos miRNAs, se llevaron a cabo 
PCRs a tiempo real siguiendo el mismo procedimiento detallado con 
anterioridad, pero en lugar de usar un panel donde estuvieran todos los 
miRNAs presentes en suero, se amplificaron las muestras con cebadores 
específicos de los miRNAs seleccionados (miRCURY LNA, Exiqon). Para 
normalizar la expresión de los miRNAs que estaban siendo validados, se usó 
el algoritmo GeNorm (software Exiqon). Esto hizo posible encontrar genes de 
referencia que no hubieran cambiado su expresión entre las dos condiciones 
experimentales, en nuestro caso dos candidatos buenos fueron miR-140-3p y 
miR-93-5p. Dado que este último también es un candidato a control endógeno 
en los arrays de Exiqon, se decidió usar miR-93-5p como housekeeping. 
Como análisis de la capacidad diagnóstica de los miRNAs se elaboraron 
curvas ROC. Las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) presentan 
la sensibilidad de una prueba diagnóstica que produce resultados continuos, en 
función de los falsos positivos determinándolos como el complementario de la 
especificidad, (1-especificidad), para distintos puntos de corte. La separación 
entre los grupos representa la capacidad discriminatoria de la prueba para 
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clasificar Controles y Fracturados como tales. Como medida de calidad 
diagnostica calculamos el área bajo la curva (AUC, Area Under Curve). Esta 
área puede interpretarse como la probabilidad de que, ante un par de 
individuos, uno control y uno fracturado, la prueba los clasifique 
correctamente. 
 
3.9 Análisis estadístico 
Este trabajo de Tesis Doctoral está compuesto por un compendio de 
varios estudios que han sido realizados y analizados de manera individual, si 
bien existen unas consideraciones estadísticas comunes a todos los ensayos. 
Con el objetivo de comprobar la distribución de las variables se realizó 
un análisis mediante el test de Kolmogorov-Smirnov, que permitió comprobar 
si éstas se ajustaban a la distribución normal. 
La prueba Chi-cuadrado se usó para determinar diferencias entre 
variables categóricas. Dado que la distribución Chi-cuadrado es continua, 
pero aplicamos sus resultados a datos discretos, se utilizó la corrección por 
continuidad de Yates. 
La comparación de medias para los datos que presentaban una 
distribución normal se realizó utilizando modelos anidados de efectos fijos y 
efectos mezclados de ANOVA y ANCOVA. Si mediante estos test se obtuvo 
diferencias significativas, se aplicaron los test de corrección post hoc (p.h), 
para lo cual es necesario saber si las varianzas de las variables eran iguales o 
diferentes, lo que se calculó empleando el test de Levene. Si las varianzas eran 
iguales, se usó el test p.h. de Bonferroni, y si éstas eran desiguales, se empleó 
el test T3 de Dunnett. 
Mediante el análisis de la covarianza (ANCOVA) y análisis de regresión 
lineal se examinaron las diferencias de parámetros cuantitativos (como DMOe 
o el parámetro Valor Z) tras ajustar por variables confusoras. Estas variables 
han podido cambiar en los diferentes estudios, pero en general se han 
considerado confusoras las variables IMC, edad, años desde la menopausia, 
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estatus menopáusico (pre-/peri-/postmenopausia), uso y tiempo de uso de TH, 
consumo de tabaco y tipo de densitómetro. De éstas, las variables 
cuantitativas se usaron como verdaderas covariables, mientras que aquellas 
dicotómicas se usaron como factores fijos en los modelos de regresión. 
La regresión logística binaria es un análisis que predice el resultado de 
una variable categórica en función de otras variables independientes, como 
son la edad, el peso o el IMC. En este trabajo se utilizó el análisis de regresión 
logístico corregido para múltiples comparaciones mediante el método de 
corrección de Bonferroni. El riesgo relativo se calculó mediante el uso de la 
razón de probabilidades u Odds ratio (OR) (con intervalos de confianza del 
95%) ajustado por las variables confusoras. Éste fue calculado por análisis de 
regresión logística para estimar el riesgo relativo de sufrir osteopenia (Valor T 
< -1) u osteoporosis (Valor T ≤ -2.5), dependiendo del estudio. 
Para comprobar la homogeneidad de la población de estudio y la calidad 
del genotipado para cada SNP, las frecuencias genotípicas se contrastaron 
frente a las proporciones asumidas en el equilibrio de Hardy-Weinberg usando 
el software SNPStats. Además, este software se usó rutinariamente para 
establecer el modelo de herencia (codominante, dominante, sobredominante y 
recesivo) y, en un estudio determinado, para llevar a cabo un estudio 
haplotípico con todos los SNPs de un gen respecto a DMO de cuello femoral 
y de columna lumbar. En algunos casos, para establecer qué variables entraron 
en los modelos de regresión logística se usó el modelo de entrada en bloque 
(enter) y en otras ocasiones el modelo de entrada condicional hacia atrás 
(backward elimination). En la primera de las formas, el software introduce 
todas las variables. En la segunda de las formas, el software las introduce 
todas y va eliminando las que no consiguen entrar en el modelo. 
Otra forma de analizar la homogeneidad de la población es analizando si 
existen subestructuras, o lo que es lo mismo, si la población esta estratificada. 
La posible existencia de subestructuras de la población se examinó mediante 
el programa STRUCTURE v2.2 (Pritchard et al. 2000). Cada análisis se 
realizó sin una asignación previa de la población y se realizó al menos cinco 
veces obteniendo resultados similares usando 10.000 réplicas. La estimación 
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del número correcto de poblaciones se basó en la inspección visual de las 
respectivas probabilidades y de la distribución de las poblaciones entre los 
grupos deducidos. 
El tamaño muestral y el poder estadístico se evaluaron mediante el 
programa QUANTO (http://www.hydra.usc.edu/GxE/) (Gauderman 2002).  
El umbral de significación para corregir por comparaciones múltiples se 
llevó a cabo de diferentes formas. En ocasiones se aplicó la corrección de 
Bonferroni, esto es, dividir el nivel de significación normal 0.05 entre el 
número de repeticiones (SNPs, parámetros etc.) En las restantes ocasiones se 
usó la corrección False Discovery Rate (FDR) o test de falsos positivos de 
Benjamini-Hochberg (Benjamini and Hochberg 1995). Para calcular los 
valores Q en función de los valores P de los mismos conjuntos de datos se 
usó el software QVALUE del paquete estadístico R (versión 3.1.1; 
http://www.r-project.org/ ). 
Para analizar la presencia de valores atípicos dentro de cada conjunto de 
datos se llevó a cabo el test de Tukey (estos valores se conocen comúnmente 
como outliers). A fin de normalizar la distribución en estos casos, se realizó 
una media Winsorizada, minimizando la influencia de los outliers mediante su 
reemplazo por el valor más próximo que sí se ajustaba a la normal (Barnett 
and Lewis 1994). 
En el estudio de expresión génica de médula ósea total del modelo 
animal (Pineda et al. 2014), se utilizaron las herramientas estadísticas 
incluidas en software GEPAS 4 usando un test t para detectar diferencias en la 
expresión media entre los dos grupos (SHAM y OVX). 
Los valores que aparecen en el texto, y en las tablas y figuras son medias 
± desviación estándar (DE) y frecuencias, a menos que se especifique lo 
contrario. Todos los análisis fueron de dos colas y se consideró significativo 
un valor de P<0.05, excepto cuando se consideraron las comparaciones 
múltiples. Todos los análisis se llevaron a cabo con el paquete estadístico 
SPSS de IBM para Windows (versión 22.0; Armonk, NY, EEUU). 
 
4. RESULTADOS
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La mayor parte de los resultados de este trabajo de Tesis Doctoral han 
sido publicados en los artículos que figuran en el apartado “Publicaciones”. 
En la descripción de cada experimento se han integrado éstos con resultados 
pendientes de publicación. 
4.1. Replicación de estudios de asociación 
4.1.1. Replicación de asociaciones halladas en otras cohortes 
Dada la importancia de la replicación de resultados en los estudios de 
asociación genética en general y en particular en los que se estudian fenotipos 
óseos, nos planteamos realizar un estudio de estas características con tres 
polimorfismos funcionales, cuya asociación había sido hallada en otras 
cohortes de mujeres. Se seleccionaron tres polimorfismos que se había 
descrito que afectaban a la expresión del gen, por lo que se consideran 
funcionales. El propósito del estudio fue comprobar si polimorfismos 
funcionales en estos tres genes, que ya habían sido previamente asociados con 
fenotipos óseos tales como baja DMO y/o fractura osteoporótica, pueden a su 
vez influir en la DMO en cuello femoral (CF) o columna lumbar (CL) en 
nuestra cohorte (Panach et al. 2014). 
El estudio se llevó a cabo en la cohorte DMO, genotipándose 797 
mujeres, de las cuales 721 tenían estudios densitométricos y cumplían los 
criterios de selección. De éstas, 619 eran mujeres postmenopáusicas, 67 
perimenopáusicas y 35 se incluían en el grupo de premenopáusicas.  
Se eligieron los SNPs rs312009 (C>T), un polimorfismo localizado en la 
región 5’ del gen LRP5 implicado en la unión del factor de transcripción 
RUNX2 (Agueda et al. 2011); rs4876869 (A>G), un SNP localizado en el 
intrón 2 del gen TNFRSF11B, que se describió que afectaba al nivel de OPG 
(Vidal et al. 2011); y rs12503796(C>A), un SNP localizado en el promotor 
del gen FGFBP1, que se asoció a una menor expresión del gen (Hoppman et 
al. 2010). 
Las características antropométricas de las mujeres seleccionadas para el 
estudio se muestran en la Tabla 17. Como se puede observar, nuestra 
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población muestra parámetros óseos normales u osteopenia leve (para la CL) 
que son compatibles con la edad media de 51.9 ± 6.3 años de nuestra cohorte. 
 
Tabla 17. Características antropométricas y óseas de las 721 mujeres incluidas en el 
estudio con parámetros densitométricos. 
 N Valor 
Edad (años)a 721 51.9 ± 6.3 
Años desde la menopausia 721 5.3 ± 5.8 
Altura (cm) 715 157.7 ± 6.2 
Peso (kg) 715 65.7 ± 10.7 
IMC (kg/m2) 715 26.5 ± 4.2 
DMOe-CF (g/cm2) 680 0.802 ± 0.109 
Valor T CF 680 -0.903 ± 0.956 
Valor Z CF 680 -0.105 ± 0.932 
DMOe-CL (g/cm2) 719 0.998 ± 0.145 
Valor T CL 719 -1.094 ± 1.378 
Valor Z CL 719 -0.244 ± 1.167 
Los valores son la media±DE. Los datos relativos a la edad se refieren a la fecha de la 
densitometría de la CL. 
IMC, índice masa corporal; CF, cuello femoral, CL, columna lumbar, DMOe, densidad 
mineral ósea estandarizada. 
 
En la Tabla 18 se muestran los datos de frecuencias genotípicas para 
cada polimorfismo en los genes LRP5, TNFRSF11B y FGFBP1, así como la 
asociación de cada uno de ellos con la DMOe de CF o CL mediante un 
análisis ANOVA simple, sin ajustar por covariables. 
El software SNPStats asignó al SNP rs312009 en el gen LRP5 un modelo 
de herencia dominante para el alelo T, debido a que mujeres con genotipo 
TT/TC para este SNP mostraban mejores parámetros óseos en la CL. El 
modelo asignado al SNP rs4876869 en el gen TNFRSF11B fue también 
dominante para el alelo G, ya que mujeres AG/GG mostraban una clara 
tendencia a presentar mejores parámetros óseos tanto en cadera como en 
columna. 
Tal como se puede observar en la Tabla 18, el SNP rs312009 en el gen 
LRP5 se asocia con DMOe de CL (P=0.005). El SNP rs4876869 en el gen 
TNFRSF11B muestra una clara tendencia a la asociación con DMOe de CF 
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(P=0.09). Sin embargo, el SNP rs12503796 en el gen FGFBP1 no mostró 
asociación a DMOe, por lo que no se continuó con su estudio. 
Tabla 18. Análisis de la asociación entre genotipos y DMOe sin corregir por 
covariables. Los valores son la media±DE. Entre paréntesis se muestra el mejor 
modelo de herencia obtenido con el software SNPStats. 
Gen 
Genotipo N (frecuencia) DMOe-CF DMOe-CL 
SNP (rs) 
LRP5 CC 588 (0.74) 0.801±0.110 0.990±0.143 
rs312009 CT 186 (023) 0.805±0.105 1.023±0.143 
TT 23 (0.03) 0.809±0.111 1.040±0.155 
P valor 0.721 0.005 
(dominante) (dominante) 
TNFRSF11B AA 279 (0.35) 0.793±0.111 0.993±0.150 
rs4876869 AG 399 (0.50) 0.809±0.109 1.000±0.140 
GG 119 (0.15) 0.803±0.109 1.001±0.152 
P valor 0.090 0.504 
(dominante) (dominante) 
FGFBP1 AA 239 (0.30) 0.795±0.110 1.006±0.141 
rs12503796 AC 383 (0.48) 0.806±0.110 1.000±0.146 
CC 175 (0.22) 0.801±0.108 0.993±0.144 
P valor 0.416 0.427 
(recesivo) (dominante) 
En la 
 se observan los datos de asociación al ajustar por las covariables edad, 
ADM, altura, peso, estado menopáusico y uso de TH. Así, la asociación entre 
el rs312009 de LRP5 y la DMOe-CL se mantiene tras la corrección por 
comparaciones múltiples (P<0.0083; 0.05/6 de acuerdo con Bonferroni). Sin 
embargo, la asociación entre el SNP rs4876869 en el gen TNFRSF11B y la 
DMOe no resultó significativa al corregir por comparaciones múltiples 
(P>0.0083). 
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Tabla 19. Análisis multivariante entre los polimorfismos rs312009 (LRP5) y 
rs4876869 (TNFRSF11B) y fenotipos óseos, ajustando por las covariables edad, 
ADM, peso, altura, estado menopáusico y uso de TH, de acuerdo con el genotipo y un 
modelo de herencia dominante. 
 Fenotipos ajustados 
rs312009 DMOe-CL 
TT/TC 1.024±0.010 
CC 0.991±0.006 
P-valor 0.004 
rs4876869 DMOe-CF 
GG/GA 0.806±0.005 
AA 0.795±0.007 
P-valor 0.178 
Los valores son la media marginal estimada±EE. El valor P en la tabla es el que resulta del 
análisis multivariante tras la aplicación de las correcciones para comparaciones múltiples de 
Bonferroni.  
 
Finalmente, la Tabla 20 muestra el riesgo estimado de osteoporosis en la 
CL y/o CF usando regresión logística, ajustada (o no) por covariables, de 
acuerdo con un modelo dominante de herencia para los SNPs rs312009 y 
rs4876869. 
Respecto al SNP rs312009del gen LRP5, las mujeres con genotipo CC 
mostraban un riesgo de sufrir osteoporosis en CL aumentado 2.42 veces con 
respecto a las mujeres de genotipo TT/TC (P=0.002) para datos no ajustados y 
2.82 veces para los datos ajustados por covariables (P=0.001). 
Las mujeres de genotipo AA para el SNP rs4876869 de TNFRSF11B 
mostraron una tendencia a tener un riesgo elevado de padecer osteoporosis 
tanto en cadera como en columna, aunque esta tendencia no llegó a ser 
significativa. 
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Tabla 20. Estimación del riesgo de osteoporosis para CF y CL, ajustado por la edad, 
ADM, altura, peso, estado menopáusico y uso de TH, de acuerdo con su genotipo y 
modelo de herencia dominante. 
SNP 
(gen) 
Fenotipo 
Genotipos 
(N) 
Casos 
(%)a 
OR no 
ajustado  
(95% IC) 
P-valor 
OR 
ajustado 
(95%IC) 
P-valor 
rs312009 OTP CL TT/TC(186) 8.7 1 1 
(LRP5) CC(533) 18.7 
2.42 
(1.38-4.22) 
0.002 
2.82 
(1.53-5.22) 
0.001 
rs4876869 
(TNFRSF11B) 
OTP CF GG/GA(431) 3.5 1 1 
AA(249) 6.0 
1.78 
(0.85-3.71) 
0.123 
1.67 
(0.77-3.62) 
0.192 
OTP CL GG/GA(431) 15.0 1 1 
AA(249) 19.9 
1.41 
(0.94-2.11) 
0.093 
1.36 
(0.88-2.10) 
0.170 
OR, odds ratio, IC, intervalo de confianza, OTP, osteoporosis, CF, cuello femoral, CL, 
columna lumbar. 
a El porcentaje de mujeres con el genotipo dado que muestran osteoporosis en CF o CL (Valor 
T≤-2.5) 
4.1.2. Ampliación de estudios propios 
Nuestro grupo de investigación lleva años estudiando el papel del 
sistema CD40/CD40L en la osteoporosis, por lo que los estudios de 
asociación de polimorfismos en estos genes a DMO supone un bloque 
fundamental de esta Tesis Doctoral. 
El polimorfismo C>T SNP (rs1883832) del gen CD40 ha sido 
ampliamente estudiado en los últimos años en nuestro laboratorio, y hemos 
demostrado que mujeres con genotipo TT para el mismo, presentan menor 
DMOe en CF y CL, así como un riesgo aumentado de osteoporosis y 
osteopenia respecto a las mujeres con genotipo CC/CT (Pineda et al. 2008). 
Este estudio se amplió a un mayor número de SNPs localizados en el ligando 
de CD40 (CD40L) con el fin de caracterizar mejor las asociaciones a lo largo 
de ambos genes cuyas proteínas codificadas interaccionan in vivo. En este 
estudio se concluyó que el polimorfismo rs1126535 de CD40L estaba 
asociado a DMOe de CL, siendo el genotipo TT el que se encontraba asociado 
a peores parámetros óseos en CL. Además, se encontró una interacción 
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genética entre los polimorfismos de ambos genes, de manera que las mujeres 
de genotipo TT para ambos polimorfismos (rs1883832 de CD40 y rs1126535 
de CD40L) mostraron peores valores Z, tanto para CF como para CL (Pineda 
et al. 2010). 
Teniendo en cuenta los resultados previos sobre la relación del sistema 
CD40/CD40L con la DMO, se planteó como uno de los objetivos principales 
de esta Tesis esclarecer el papel de dicho sistema en el desarrollo de los 
diferentes fenotipos óseos (Panach et al. 2016). Para ello se decidió hacer por 
una parte un estudio de asociación genética y por otra, se trató de comprobar 
la funcionalidad de los SNPs asociados a DMO, así como la caracterización 
del papel del par CD40/CD40L en la producción de osteoprotegerina y su 
papel en la osteoporosis. 
Con respecto al estudio de asociación genética a fenotipos óseos, se llevó 
a cabo un estudio de asociación completo (gene wide) a lo largo de los dos 
genes, con el fin de cubrir todos los bloques haplotípicos de ambos genes. El 
análisis de los bloques haplotípicos se realizó tal como se detalla en el 
apartado 3.6.1.1.  
En este estudio se genotiparon 779 mujeres, de las cuales había 685 
posmenopáusicas, 65 perimenopáusicas y 29 premenopáusicas. La Tabla 21 
muestra las características de las mujeres estudiadas. 
En las Figura 36 y Figura 37 se muestra las estructuras haplotípicas y los 
valores P de la asociación de los SNPs de CD40 y CD40L, respectivamente, a 
los valores Z de DMOe tanto en CF como en CL, de acuerdo con un modelo 
de herencia recesivo para CD40 y dominante para CD40L, estimado como el 
mejor modelo de herencia en cada caso con el software SNPStats (ANEXO 
IV). 
Aunque dos SNPs del gen CD40 (rs1883832 y rs4810485) mostraron P-
valores<0.05 para DMOe de CF y CL (valores Z), ninguno conservó esta 
significación estadística tras ajustar por múltiples comparaciones (P<0.005) 
(Figura 36). Respecto al gen CD40L (Figura 37), tres SNPs tuvieron valores P 
Identificación de genes y polimorfismos asociados a fenotipos óseos 
157 
significativos (P<0.05), y uno de ellos permaneció significativamente 
asociado a DMOe de CL (valor Z) incluso tras aplicar un test para múltiples 
comparaciones (rs1126535; P=0.0017). 
Tabla 21. Características antropométricas y óseas de la cohorte de mujeres españolas 
estudiadas (media±DE o porcentajes). 
Número Valor 
Edad (años) 779 52.7±6.4 
Años desde menopausia (ADM) 779 6.2 ±5.9 
Peso (kg) 779 66.1±11.0 
Altura (cm) 779 157.7 ± 6.3 
IMC (kg/m2) 779 26.6 ± 4.3 
Estado posmenopáusico (%) 685 88.0 
Menopausia Quirúrgica (%) 206 26.4 
Usuarias TH (%) 218 28.0 
OPG(pg/ml) 510 101.7±37.1 
DMOe-CF (g/cm2) 748 0.808±0.121 
Valor T CF 748 -0.856±1.05 
Valor Z CF 748 -0.06±0.99 
DMOe-CL (g/cm2) 752 1.008±0.154 
Valor T CL 752 -1.03±1.42 
Valor Z CL 752 -0.17±1.26 
IMC, índice masa corporal; TH terapia hormonal; OPG, osteoprotegerina; DMOe densidad 
mineral ósea estandarizada; CF, cuello femoral; CL, columna lumbar. 
Resultados 
 
158 
 
 
Figura 36. Asociación (P-valores) de los polimorfismos del gen CD40 a DMOe de 
CF y CL (Valores Z) en nuestra cohorte bajo un modelo de herencia recesivo. La línea 
discontinua representa el umbral de significación estadística no ajustado (P=0.05). En 
la parte inferior de la imagen se muestra la estructura haplotípica y la localización de 
cada SNP en cada bloque haplotípico.  
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Figura 37. Asociación (P-valores) de los polimorfismos del gen CD40L con DMOe 
de CF y CL (Valores Z) en nuestra cohorte, bajo un modelo de herencia dominante. 
La línea discontinua representa el umbral de significación estadística no ajustado 
(P=0.05). En la parte inferior de la imagen se muestra la estructura haplotípica y la 
localización de cada SNP en cada bloque haplotípico. 
Un análisis de asociación de los haplotipos confirmó los resultados, pero 
no incrementó la fuerza de la asociación (no mostrado). Este estudio reveló 
que únicamente el haplotipo del gen CD40L formado por los alelos G-G-T-T-
G-C (de acuerdo con el orden de los SNPs mostrado en la Figura 37) y con 
una frecuencia del 2.2%, impuso una diferencia negativa en el valor Z de 
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columna de -0.79 (IC 95%: −1.26 a −0.36; P=0.0003) comparado con el 
haplotipo común A-G-T-T-G-T. 
La Tabla 22 muestra las características epidemiológicas de la cohorte 
bajo un modelo de herencia recesivo para el SNP rs1883832 del gen CD40 y 
dominante para el SNP rs1126535 del gen CD40L. 
 
Tabla 22. Características epidemiológicas de la cohorte de estudio de acuerdo con los 
genotipos para rs1883832 (CD40) y rs1126535 (CD40L). 
  rs1883832 (CD40)  rs1126535 (CD40L)  
 N 
TT 
(N=68) 
CC/CT 
(N=711) 
P-
valor 
TT 
(N=538) 
CC/CT 
(N=230) 
P-
valor 
Edad (años) 779 53.9±6.2 52.6±6.4 0.122 52.6±6.04 53.2±7.0 0.229 
Peso (kg) 779 67.0±10.3 66.1±11.1 0.524 66.3±10.5 66.0±12.1 0.604 
Altura (cm) 779 158.6±6.8 157.6±6.2 0.199 157.6±6.3 157.5±6.1 0.878 
Estado 
postmenop. (%)  
779 92.0 87.6 0.295 88.1 88.2 0.961 
Menopausia 
quirúrgica (%) 
779 29.7 24.9 0.375 24.0 27.0 0.336 
Usuarias TH (%) 779 23.5 27.3 0.505 26.7 27.4 0.836 
TH, terapia hormonal 
En la Tabla 23 se detallan las características bioquímicas y óseas de la 
población, ajustadas por las covariables edad, peso, altura, estado 
menopáusico, tipo menopausia y uso de TH. 
Para el SNP rs1883832 del gen CD40, las mujeres de genotipo CC/CT 
mostraron mejores parámetros óseos (P<0.05) que las mujeres de genotipo 
TT, aunque las diferencias perdieron la significación estadística tras aplicar el 
test para comparaciones múltiples (test FDR; Q-valores>0.05). Sin embargo, 
encontramos que las mujeres de genotipo TT mostraban una clara tendencia a 
tener un menor nivel de OPG (P ajustada=0.0049; Q=0.059) tal como se 
muestra en la Tabla 23. Este hallazgo constituye una evidencia indirecta del 
empeoramiento del estatus óseo de las pacientes con este genotipo y establece 
un nexo de unión entre CD40 y niveles de OPG. 
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Tabla 23. Características bioquímicas y óseas de la cohorte de la población de estudio 
de acuerdo con su genotipo para rs1883832 (CD40) y rs1126535 (CD40L). Los 
valores son la media marginal estimada ±DE. 
rs1883832 (CD40) rs1126535 (CD40L) 
N TT (N=68) 
CC/CT 
(N=711) 
P-
valor 
Q-
valor 
TT (N=538)  
CC/CT 
(N=230) 
P-
valor 
Q-
valor 
Estradiol 
(pg/ml) 
709 38.1±4.7 29.0±2.3 0.042 0.084 23.7±1.7 27.0±2.3 0.164 0.394 
PTH 
(pg/ml) 
348 42.9±2.6 46.4±0.9 0.198 0.264 45.9±1.1 46.4±1.6 0.767 0.824 
CTx 
(ng/ml) 
560 0.38±0.03 0.43±0.01 0.144 0.216 0.42±0.01 0.43±0.02 0.824 0.824 
Calcio 
(mg/dl) 
711 9.7±0.1 9.6±0.0 0.286 0.343 9.6±0.0 9.6±0.0 0.113 0.369 
Fosfato 
(mg/dl) 
710 3.7±0.1 3.6±0.0 0.085 0.146 3.6±0.0 3.7±0.0 0.123 0.369 
FA Total 
(U/L) 
619 172.9±5.8 167.4±1.9 0.359 0.392 168.0±2.4 171.6±3.4 0.367 0.549 
25(OH)D3 
(ng/ml) 
335 25.4±3.2 27.1±0.8 0.605 0.605 26.8±0.7 25.5±1.0 0.298 0.511 
OPG 
(pg/ml) 
510 89.3±4.8 103.7±1.8 0.0049 0.059 103.2±2.0 99.1±3.1 0.260 0.511 
DMOe- CF 
(g/cm2) 
744 0.779±0.015 0.811±0.004 0.032 0.084 0.818±0.007 0.823±0.009 0.586 0.703 
Valor Z CF 744 -0.304±0.127 -0.029±0.038 0.039 0.084 -0.072±0.044 -0.005±0.069 0.412 0.549 
DMOe- CL 
(g/cm2) 
749 0.959±0.029 1.034±0.008 0.012 0.071 1.018±0.009 1.054±0.011 0.0021 0.013 
Valor Z CL 749 -0.531±0.242 0.052±0.068 0.020 0.080 -0.083±0.072 0.243±0.096 0.0011 0.013 
PTH, hormona paratiroidea; CTx, telopéptido carboxiterminal del colágeno tipo I; FA, 
fosfatasa alcalina; 25(OH) D3, hidroxicolecalciferol; OPG, osteoprotegerina; CF, cuello 
femoral; CL, columna lumbar. 
Para determinar diferencias entre grupos de población bien delimitados, 
una estrategia comúnmente utilizada es la comparación de fenotipos extremos. 
En este sentido, al seleccionar solamente aquellas mujeres que presentaran 
valor de OPG (N=510) y restringir la selección a aquellas que constituían los 
Resultados 
 
162 
 
cuartiles finales para el valor Z de CF y CL, los niveles de OPG fueron 
significativamente mayores en el grupo de alta masa ósea para ambas 
localizaciones (Tabla 24). 
Cuando se analizó la distribución de los genotipos para rs1883832 
(CD40), las mujeres con genotipo TT se distribuyeron en el grupo de baja 
masa ósea y bajos niveles de OPG, al contrario de lo que ocurría en el grupo 
de mujeres con genotipo CC/CT, con una distribución resultante 
significativamente diferente para las dos localizaciones óseas (CF y CL). 
Para el SNP rs1126535 del gen CD40L, las mujeres de genotipo CC/CT 
mostraron mejores valores en los parámetros óseos en la CL que los de las 
mujeres TT (Tabla 24). Éstos permanecieron como significativos incluso tras 
aplicar el test FDR. 
 
Tabla 24. Estratificación de las mujeres con valor de OPG (N=510) en relación a la 
DMOe. Alta y Baja representan los cuartiles extremos para los valores Z tanto de CF 
como de CL. Los valores son la media±DE o bien recuentos. Los valores P se 
obtuvieron a partir de un test ANOVA o Chi cuadrado (2x2) (para distribución de 
genotipos entre masa ósea Alta/Baja). 
 Masa ósea 
P-valor 
 Alta (N=127) Baja (N=128) 
Valor Z CF 1.348±0.669 -1.128±0.431 <0.000 
OPG (pg/ml) 107.3±37.3 96.0±34.6 0.013 
rs1883832 (CD40)    
TT / CC+CT 9 / 118 22 / 106 0.020 
 Alta (N=128) Baja (N=127)  
Valor Z CL 0.915±0.972 -0.644±0.745 <0.000 
OPG (pg/ml) 105.6±37.7 96.1±35.8 0.041 
rs1883832 (CD40)    
TT / CC+CT 10 / 118 26 / 101 0.004 
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4.2. Identificación de nuevos genes candidatos a la asociación a DMO 
4.2.1. Ensayos traslaciones a partir de un modelo animal 
Con el objetivo de identificar nuevos genes candidatos asociados al 
riesgo de osteoporosis en la mujer, se llevaron a cabo estudios traslacionales 
usando un modelo animal de pérdida ósea acelerada. Efectivamente, se usó el 
modelo de ratón ovariectomizado que el grupo viene estudiando con 
frecuencia como modelo de pérdida ósea acelerada debido a deficiencia 
estrogénica (García-Pérez et al. 2006a; Cano et al. 2008). Se llevaron a cabo 
dos experimentos distintos y en ambos se determinó la expresión génica a 
gran escala mediante microarrays de Affymetrix. 
4.2.1.1. Análisis del perfil de expresión génica de la médula ósea 
de la ratona OVX 
El objetivo del primer estudio fue analizar las diferencias entre el perfil 
de expresión génica de médula ósea completa en 22 ratonas ovariectomizadas 
(OVX) con respecto a la de 13 ratonas falsamente operadas (SHAM). La 
particularidad de este estudio radicó en que los ARNs de las muestras se 
agruparon en pools de 4-5 muestras cada uno: tres para ratonas SHAM 
(nombrados C1-C3) y cinco para ratonas OVX (nombrados O1-O5). La 
generación de pools de ARN es un método estandarizado para reducir efectos 
de las replicaciones biológicas (Kendziorski et al. 2003). 
Las diferencias globales en cuanto a expresión génica entre ambos tipos 
de muestras se establecieron mediante el estudio del análisis de componentes 
principales (PCA,Principal Component Analysis) y del agrupamiento 
jerárquico, usando el software Partek Genomic Suite software (Agilent). En el 
análisis del agrupamiento jerárquico, el test de disimilitud de Pearson se usó 
para estimar las diferencias entre las distintas filas del dendograma. 
Por otra parte, el PCA se usó para detectar las interrelaciones entre los 
pools de muestras usados en este estudio. El PCA es una técnica de 
extrapolación usada para definir la estructura de datos de grandes dimensiones 
(como por ejemplo datos de microarrays) reduciendo su dimensionalidad. El 
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análisis de las proyecciones de estos componentes en los ejes espaciales 
provee de unos patrones de expresión génica para cada grupo de muestras.  
La Figura 38.A muestra el PCA para los 8 pools de muestras (5 pools 
para ratonas OVX y 3 pools para ratonas SHAM) y la media para cada grupo. 
Los dos grupos se separan claramente en dos conjuntos, mostrando que los 
perfiles de expresión génica son esencialmente diferentes, aunque las 
muestras del grupo OVX mostraron una mayor dispersión que las del grupo 
de controles SHAM. La agrupación jerárquica recoge entidades similares en 
cada grupo, produciendo un dendograma que muestra la jerarquía dentro de 
cada grupo (Figura 38.B). 
 
 
Figura 38. A) Análisis de componentes principales (PCA). B) Agrupación jerárquica 
de los datos transcriptómicos de las ratonas SHAM (rojo) y OVX (azul). 
 
El resultado muestra que hay una gran concordancia entre los perfiles 
obtenidos tras la hibridación con ARNm de ratonas SHAM entre sí, así como 
entre aquellos hibridados con el ARNm de ratonas OVX. Este resultado se ve 
apoyado por la imagen del PCA ya que, a pesar de que existe dispersión en los 
pools de ARN de ratonas OVX (puntos azules en la figura), la expresión 
génica de ambos grupos de muestras puede ser fácilmente agrupada. 
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 Análisis del perfil de expresión génica tras la ovariectomía
Con el fin de detectar y cuantificar la expresión génica diferencial 
inducida por la OVX, se utilizó el software T-Rex (Tools for RElevant gene 
seleXion), un módulo específico del software GEPAS suite (integrado 
actualmente en Babelomics v5 (www.babelomics.org)) que lleva a cabo un 
test t-Student para cada gen entre las medias de ambos grupos de microarrays. 
En el presente trabajo, solo fueron considerados como estadísticamente 
significativos los valores de P ajustados <0.0007 y con un valor de FDR 
<0.15 entre los grupos. De esta manera, el análisis mostró 180 transcritos 
diferencialmente expresados, de los cuales 120 se encontraban 
sobreexpresados (66.7%) y 60 infraexpresados (33.3%). La lista de los genes 
diferencialmente expresados se encuentra en el ANEXO III. El signo del 
estadístico T para cada gen indica si su expresión estuvo aumentada tras la 
OVX (signo +) o disminuida (signo -). 
 Identificación y clasificación funcional de los genes 
diferencialmente expresados tras la OVX 
Para clasificar los genes inducidos por la OVX en términos de la función 
biológica, se utilizó el software IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Qiagen). 
Esta clasificación mostró que la OVX altera la expresión de genes 
involucrados en funciones biológicas tales como enfermedades esqueléticas y 
musculares y con patologías relacionadas con el tejido conectivo (Figura 39). 
Las cinco rutas canónicas más representadas, según su significación 
estadística, incluyeron el desarrollo de células B (P=1.3×10
−7
), la señalización 
en inmunodeficiencias primarias (P=2.9×10
−6
), la señalización a través de 
PI3K en linfocitos B (P=5.7×10
−5
), la señalización a través de la fosfolipasa C 
(P=6.1×10
−5
), y la señalización a través de FcgRIIB en linfocitos B 
(P=7.3×10
−4
). 
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Figura 39. Representación de las principales funciones de los genes alterados tras la 
ovariectomía. 
El análisis IPA mostró 23 rutas de señalización significativas 
(puntuación>2), de las que las 10 más significativas (puntuación>12) se 
muestran en el ANEXO VI. La ruta que ocupa el primer lugar en el ranking 
(puntuación=43, moléculas clave=25) está asociada al desarrollo celular, 
desarrollo y función del sistema hematológico y la respuesta inmune humoral 
(Figura 40). 
La red que aparece en la Figura 40 está centrada en genes como el Bcr 
(B-cell receptor; receptor de la célula B) y sus miembros Cd79a y Cd79b (los 
antígenos alfa y beta asociados a la inmunoglobulina), Blnk (B-cell linker), 
Syk (tirosin-kinasa del bazo), y el gen Cd40 (miembro 5 de la superfamilia del 
receptor TNF). Todos estos genes participan en procesos tales como la 
activación de la célula B, su diferenciación, proliferación y señalización de su 
receptor, así como en la respuesta inmune humoral y la respuesta inflamatoria, 
las rutas de transducción de señal intracelulares, y la regulación positiva de la 
resorción ósea, entre otros (Seda and Mraz 2014). Las funciones principales 
de las otras rutas significativamente destacadas están asociadas a desórdenes 
musculo-esqueléticos (por ejemplo, Galnt3, Ebf1, Ibsp, Gata1, Sox4, o genes 
Gh), señalización de la fosfolipasa C, señalización a través de PI3K en 
linfocitos B, muerte celular, desórdenes del sistema endocrino, metabolismo 
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lipídico, ensamblaje celular y organización de la señalización celular, 
patologías hematológicas, entre otras (ANEXO VI). 
Figura 40. Ruta más significativa regulada por la OVX en la médula ósea del ratón. 
La intensidad del color del nodo indica el grado de regulación positiva (rojo) o 
regulación negativa (verde). Solamente se representan las relaciones directas entre 
genes. (Gráfico obtenido con software IPA). 
 Validación del análisis de microarrays mediante un análisis
MassARRAY QGE 
Existe un consenso en que los resultados de experimentos de 
microarrays deben ser validados mediante otras técnicas cuantitativas 
(Chuaqui et al. 2002). Para la validación de los resultados obtenidos en el 
experimento de microarrays en el presente trabajo se llevó a cabo un análisis 
mediante MassARRAY QGE usando las mismas muestras de ARN que las 
usadas para el estudio de microarrays en 12 genes seleccionados. En este 
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caso, las muestras fueron analizadas individualmente en vez de en pools 
(Tabla 25). 
 
Tabla 25. Validación de los resultados de microarray mediante MassARRAY QGE 
(Sequenom). El estadístico T es el valor obtenido del análisis de expresión génica 
diferencial obtenido del software T-Rex (GEPAS suite). La ratio OVX/SHAM resulta 
de dividir la concentración molar de cada gen en la médula ósea entre las ratonas 
OVX (N=12) y ratonas SHAM (N=12) obtenidos con el Sequenom. Las secuencias de 
los cebadores de la PCR y de los competidores se muestran en el ANEXO VII. 
Gen Estadístico T Ratio OVX/SHAM P-valor 
 
(GEPAS) (Sequenom) (Sequenom) 
Dntt 17.4 2.20 0.170 
Sox4 12.7 2.35 0.099 
Il7r 12.4 2.61 0.037 
Dpp4 12.3 2.56 0.00006 
Blnk 11.3 3.52 0.0003 
CD79a 10.3 2.59 0.00003 
CD72 10.2 2.31 0.002 
Capsl 9.5 2.35 0.015 
Cpm 8.2 2.88 0.0002 
Tnfrsf19 6.9 2.08 0.148 
CD40 6.5 1.82 0.320 
Gpx3 −7.8 0.39 0.004 
 
 
Como se puede apreciar en la Tabla 25, se detectaron diferencias 
significativas entre ratonas SHAM y OVX para 8 de los 12 genes examinados 
usando esta técnica, indicando que el estudio de microarrays proporciona 
resultados de comparaciones fiables entre ambos grupos de ratonas. La 
concordancia entre las diferencias significativas no fue del 100% 
probablemente debido a la dispersión en la concentración molar de ARN para 
algunos genes, pudiendo oscilar desde 10
−16
 a 10
−22
 M. 
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4.2.1.1.1. Estudio de asociación de SNPs candidatos (GPX3, IRAK3, 
IL7R y CD79A) 
El objetivo principal de este estudio fue encontrar genes cuya expresión 
fuese modificada en respuesta a la OVX para analizar la asociación de 
variaciones en estos genes al fenotipo óseo en nuestra cohorte de mujeres 
postmenopáusicas usando una aproximación traslacional. De esta manera, 
decidimos estudiar en nuestra cohorte de mujeres la asociación a DMOe de 
dos genes que mostraron una menor expresión tras la ovariectomía (GPX3 e 
IRAK3) y dos genes que incrementaron su expresión en las ratonas OVX 
(CD79A e IL7R). 
Figura 41. Intensidad de fluorescencia de cada pool para los genes seleccionados. En 
rojo se muestran los valores obtenidos por los pools de muestras SHAM, y en azul se 
muestran los valores para muestras OVX. 
La Figura 41 muestra la intensidad de fluorescencia para cada pool de 
muestras (azul: OVX; rojo SHAM) mostrando que, con respecto a la OVX, la 
expresión génica para Irak3 y Gpx3 en las muestras SHAM estuvo 
disminuida, mientras que la expresión génica de Il7r y CD79a estuvo 
aumentada. 
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Las características principales de las 706 mujeres participantes del 
estudio se detallan en la Tabla 26. Se seleccionaron mujeres con parámetros 
óseos normales de acuerdo con la edad media, mostrando una osteopenia leve 
en la CL (Valor T=−1.16 ± 1.41). 
Tabla 26. Características antropométricas y óseas de la cohorte de mujeres españolas 
postmenopáusicas estudiadas (media±DE o porcentaje). 
 Número Valores 
Edad (años) 706 53.2 ± 6.6 
Años desde la menopausia (años) 706 6.2 ± 5.6 
Peso (kg) 706 66.3 ± 11.3 
Altura (cm) 706 157.3 ± 6.2 
IMC (kg/m
2
) 706 26.8 ± 4.4 
Tabaquismo (%) 706 24.5 
Usuarias de TH (%) 706 34.6 
Menopausia quirúrgica (%) 706 28.0 
DMOe- CF (g/cm
2
)  626 0.799 ± 0.122 
Valor T CF 626 −0.93 ± 1.05 
Valor Z CF 626 −0.09 ± 1.01 
DMOe- CL (g/cm
2
)  638 0.993 ± 0.151 
Valor T CL 638 −1.16 ± 1.41 
Valor Z CL 638 −0.24 ± 1.25 
IMC, índice masa corporal; TH, terapia hormonal; DMO, densidad mineral ósea; CF, cuello 
femoral y CL, columna lumbar. 
 
La tasa de genotipado para los 15 SNPs analizados fue mayor al 99%. 
Como ya se ha mencionado en el apartado 3.6.1., en este estudio las 
frecuencias alélicas fueron similares a las publicadas para otras poblaciones 
caucásicas y las frecuencias de distribución para 13 de los 15 SNPs fueron 
consistentes con el EHW. Los otros dos SNPs (rs1168771 y rs1623665, 
ambos del gen IRAK3) mostraron desviaciones de EHW con valores P 
nominales<0.05 (0.028 y 0.025 respectivamente). Sin embargo, ambos 
permanecieron bajo el umbral de significación de 0.0009 tras la corrección 
por comparaciones múltiples. 
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Mediante un estudio ANOVA preliminar, sin corregir por covariables 
(Tabla 27), se detectaron asociaciones significativas y/o tendencias sugestivas 
de asociación del SNP rs8177447 en el gen GPX3 con la DMOe-CF 
(P=0.114) y de los SNPs rs3810153 y rs1428922 en el gen CD79A con la 
DMOe-CL (P=0.077 y P=0.018, respectivamente). El software SNPStats 
asignó un modelo de herencia dominante al SNP rs8177447 (alelo dominante 
T, P=0.048) en el gen GPX3 y modelo de herencia recesivo para el SNP 
rs3810153 (alelo recesivo G, P=0.047) y el rs1428922 (alelo recesivo A, 
P=0.009) en el gen CD79A. 
Tabla 27.Frecuencias genotípicas, modelo de herencia y análisis ANOVA para los 
polimorfismos (Media±DE). 
Gen SNP Genotipo Frecuencia genotípica DMOe-CF DMOe-CL 
GPX3 rs1946234 A/A 571 (0.81) 0.798±0.123 0.995±0.149 
A/C 127 (0.18) 0.808±0.118 0.990±0.160 
C/C 7 (0.01) 0.753±0.113 0.961±0.130 
P-valor     (mejor modelo) 0.44 (recesivo) 0.57 (recesivo) 
rs3792796 C/C 271 (0.39) 0.787±0.118 0.989±0.138 
C/G 315 (0.45) 0.805±0.123 0.997±0.157 
G/G 112 (0.16) 0.806±0.126 0.994±0.162 
P-valor    (mejor modelo) 0.22 (dominante) 0.6 (dominante) 
rs8177447 C/C 429 (0.61) 0.791±0.119 0.990±0.146 
C/T 244 (0.35) 0.813±0.126 1.000±0.156 
T/T 33 (0.05) 0.797±0.122 0.992±0.170 
P-valor    (mejor modelo) 0.114 (dominante) 0.34 (dominante) 
IL7R rs6897932 C/C 410 (0.58) 0.800±0.123 0.991±0.153 
C/T 247 (0.35) 0.795±0.118 0.995±0.146 
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T/T 45 (0.06) 0.812±0.134 1.018±0.157 
   P-valor    (mejor modelo) 0.7 (recesivo) 0.32 (dominante) 
 
rs11567705 C/C 408 (0.58) 0.800±0.123 0.990±0.153 
  
C/G 247 (0.35) 0.796±0.118 0.996±0.146 
  
G/G 44 (0.07) 0.820±0.126 1.021±0.158 
   P-valor    (mejor modelo) 0.46 (recesivo) 0.28 (dominante) 
 
rs2228141 C/C 483 (0.69) 0.796±0.124 0.997±0.147 
  
C/T 200 (0.28) 0.808±0.119 0.985±0.157 
  
T/T 19 (0.03) 0.777±0.113 1.016±0.167 
   P-valor    (mejor modelo) 0.37 (dominante) 0.14 (dominante) 
CD79A rs3810153 A/A 240 (0.35) 0.805±0.134 1.010±0.168 
  
A/G 331 (0.48) 0.798±0.115 0.990±0.137 
  
G/G 114 (0.17) 0.788±0.113 0.968±0.150 
   P-valor    (mejor modelo) 0.39 (recesivo) 0.077 (recesivo) 
 
rs1428922 A/A 164 (0.23) 0.791±0.120 0.964±0.151 
  
A/G 365 (0.52) 0.799±0.115 0.995±0.142 
  
G/G 172 (0.25) 0.807±0.138 1.016±0.165 
   P-valor    (mejor modelo) 0.28 (recesivo) 0.018 (recesivo) 
IRAK3 rs1732887 T/T 356 (0.51) 0.797±0.120 0.995±0.152 
  
T/C 280 (0.40) 0.802±0.124 0.995±0.146 
  
C/C 64 (0.09) 0.803±0.129 0.985±0.165 
   P-valor    (mejor modelo) 0.53 (recesivo) 0.69 (dominante) 
 
rs1168771 C/C 129 (0.19) 0.793±0.126 1.010±0.151 
  
C/T 306 (0.44) 0.794±0.121 0.986±0.152 
  
T/T 257 (0.37) 0.809±0.123 0.993±0.149 
   P-valor    (mejor modelo) 0.061 (dominante) 0.57 (recesivo) 
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rs1168760 A/A 616 (0.89) 0.798±0.122 0.995±0.150 
  
A/T 78 (0.11) 0.801±0.119 0.986±0.157 
  
T/T 1 (0.00) 0.679 0.910 
   P-valor    (mejor modelo) 0.3 (recesivo) 0.54 (recesivo) 
 
rs2289134 T/T 326 (0.47) 0.806±0.121 0.989±0.153 
  
T/C 282 (0.41) 0.789±0.117 0.988±0.146 
  
C/C 83 (0.12) 0.804±0.135 1.022±0.159 
   P-valor    (mejor modelo) 0.12 (dominante) 0.29 (recesivo) 
 
rs1152888 A/A 1 (0.00) 0.678 0.9102 
  
A/G 78 (0.11) 0.798±0.117 0.984±0.155 
  
G/G 622 (0.89) 0.800±0.123 0.995±0.150 
   P-valor    (mejor modelo) 0.29 (recesivo) 0.46 (dominante) 
 
rs1623665 G/G 280 (0.40) 0.806±0.121 0.992±0.149 
  
G/T 300 (0.43) 0.795±0.120 0.990±0.152 
  
T/T 115 (0.17) 0.793±0.130 1.010±0.152 
   P-valor    (mejor modelo) 0.095 (dominante) 0.73 (recesivo) 
 
rs1152916 A/A 193 (0.28) 0.793±0.130 0.996±0.157 
  
A/T 348 (0.50) 0.803±0.120 0.998±0.150 
  
T/T 155 (0.22) 0.799±0.118 0.981±0.144 
   P-valor    (mejor modelo) 0.54 (dominante) 0.32 (recesivo) 
 
De hecho, al realizar un análisis combinado entre las diversas opciones 
para cada genotipo, se demostró que las mujeres con genotipos CT/TT para el 
SNP rs8177447 (GPX3) y con genotipos AA/AG para el SNP rs3810153 y 
GG/GA para el SNP rs1428922 (ambos del gen CD79A) mostraban mejores 
parámetros óseos tanto en cadera como en columna. Estos datos se muestran 
en la Tabla 28 , donde se representa la DMOe de CF y CL y los valores Z en 
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nuestra población de acuerdo con estas combinaciones, ajustados por las 
covariables edad, ADM, peso, tabaquismo, uso de terapia hormonal y tipo de 
densitómetro. 
Las mujeres con genotipo CC para rs8177447 mostraron un deterioro 
significativo del hueso en CF, y se observó una tendencia similar para CL. De 
la misma manera, las mujeres de genotipo GG para rs3810153 y AA para 
rs1428922 mostraron peores parámetros óseos en CL que las demás mujeres, 
con especial significación para el último SNP (DMOe-CL; P=0.001, valor Z 
de CL: P=0.002). 
Tabla 28. Valores de DMOe de CF y CL y valores Z ajustados por covariables en 
nuestra población según el genotipo para los SNPs rs8177447 (GPX3), rs3810153 
(CD79A) y rs1428922 (CD79A). 
Locus CUELLO FEMORAL COLUMNA LUMBAR 
 DMOe 
(g/cm2) 
Valor Z DMOe (g/cm2) Valor Z 
rs8177447 
(GPX3) 
    
CC  0.793 ± 0.006 −0.16 ± 0.05 0.990 ± 0.007 −0.29 ± 0.06 
CT/TT  0.813 ± 0.008 0.02 ± 0.07 1.002 ± 0.009 −0.16 ± 0.08 
P-valor 0.043 0.031 0.331 0.202 
rs3810153 
(CD79A) 
    
AA/AG 0.805 ± 0.005 −0.06 ± 0.04 1.001 ± 0.006 −0.19 ± 0.05 
GG  0.786 ± 0.011 −0.23 ± 0.10 0.964 ± 0.014 −0.48 ± 0.12 
P-valor 0.134 0.107 0.016 0.024 
rs1428922 
(CD79A) 
    
GG/GA  0.805 ± 0.005 −0.06 ± 0.05 1.005 ± 0.007 −0.16 ± 0.06 
AA  0.789 ± 0.010 −0.20 ± 0.09 0.959 ± 0.012 −0.52 ± 0.10 
P-valor 0.168 0.139 0.001 0.002 
Los valores son la media±EE. (Corrección p.h: Bonferroni) 
 
Finalmente se llevó a cabo un estudio de regresión logística múltiple de 
acuerdo con los genotipos de los SNPs rs8177447 (GPX3), rs3810153 
(CD79A) y rs1428922 (CD79A), que se muestra en la Tabla 29. 
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Tabla 29. Estimación del riesgo de osteoporosis/osteopenia en CF y CL ajustando por 
edad, ADM, IMC, tipo de densitómetro, tabaquismo y uso de TH de acuerdo con los 
genotipos que estaban asociados a DMOe. 
Genotipo P-valor Odds ratio IC 95% 
Cuello femoral CC vs. CT/TT (rs8177447) 0.014 1.548 1.090-2.196 
Columna lumbar GG vs. AA/AG (rs3810153) 0.012 1.816 1.139-2.894 
AA vs. GG/GA (rs1428922) 0.013 1.706 1.121-2.597 
(Corrección p.h: Bonferroni) 
Para este estudio se seleccionaron tanto mujeres con osteoporosis como 
con osteopenia porque, en nuestra población menos del 4.9% de las mujeres 
tiene osteoporosis de CF (T < -2.5). 
Para el CF, el odds ratio de osteopenia/osteoporosis para mujeres con 
genotipo CC para rs8177447 comparado con las mujeres CT/TT fue 
ligeramente superior (OR: 1.5, P=0.014), pero el riesgo de 
osteopenia/osteoporosis fue significativamente superior para mujeres con 
genotipo GG para el SNP rs3810153 y AA para el rs1428922 (OR: 1.8 y 1.7, 
respectivamente). 
4.2.1.2. Análisis del perfil de expresión génica de la célula B tras la 
OVX 
Tras la obtención de los datos de la médula ósea total, y debido al papel 
central que parecía tener la célula B en las rutas diferencialmente expresadas, 
se decidió estudiar las diferencias de expresión génica en la subpoblación de 
células B CD19
+ 
de médula ósea, para lo cual se usaron 6 ratonas SHAM y 8 
OVX de 15 semanas de edad. Una vez pasadas 4 semanas de la intervención, 
se obtuvo la médula ósea de los fémures de todas las ratonas ya que ninguno 
de ellos mostró evidencia de efectos secundarios durante el proceso 
experimental.  
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Figura 42. Histogramas característicos de citometría de flujo durante la 
inmunopurificación magnética. (A1) Morfología general de las células de la médula 
ósea completa (A2) La región gateada (rectángulo negro) representa las células 
CD45
+
. (B) Porcentaje de células CD45
+
/CD19
+
 en la fracción negativa (B1) y 
positiva (B2) tras la inmunopurificación de la médula ósea de ratonas 
ovariectomizadas. (C) Porcentaje de células CD45
+
/CD19
+ 
en la fracción negativa 
(C1) y positiva (C2) tras la inmunopurificación de la médula ósea de ratonas SHAM 
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El array se llevó a cabo según lo descrito en el apartado 3.4.3, pero en 
este caso los análisis de expresión génica se llevaron a cabo usando ARNs de 
muestras individuales. Cuando se analizaron los datos crudos, incluyendo la 
normalización oportuna, el software Partek (Affymetrix) identificó un outlier 
en el grupo SHAM, por lo que éste fue eliminado del estudio. 
El porcentaje de células CD19
+
 en la fracción positiva fue 91±8.2% 
(Figura 42). La integridad media del ARN obtenido a partir de las células 
inmunopurificadas, medida mediante el valor RIN fue 9.93±0.15, indicando 
un valor de integridad de ARN óptimo. 
La Figura 43 muestra el PCA y el agrupamiento jerárquico de las 
muestras incluidas en este estudio. El PCA se empleó para detectar las 
relaciones entre las muestras OVX y SHAM. Como se puede observar, los 
grupos se separan perfectamente, lo que indica que el perfil de expresión 
génica de ambos grupos es esencialmente diferente. Este perfil de expresión 
diferente se ve confirmado por el dendograma que ofrece el análisis de 
agrupamiento jerárquico. 
Como se muestra en la Figura 43, las muestras de ARN de ratonas 
OVX están separados en un cluster diferente al de las muestras de ARN 
procedentes de ratonas SHAM, lo que indica que se encuentran organizadas 
en diferentes jerarquías. El análisis con el software Partek mostró 2791 
transcritos significativos (FDR<0.05), de los cuales 2621 correspondían a 
genes anotados. De estos, 1569 genes se encontraban regulados positivamente 
(56.2%) y 1122 genes negativamente (43.8%). 
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Figura 43. A) Análisis de componentes principales (PCA) y B) Agrupamiento 
jerárquico de los datos del transcriptoma de ratonas SHAM (azul) y OVX (rojo). 
 
 Identificación y clasificación funcional de los genes 
diferencialmente expresados tras la OVX 
Con el objetivo de profundizar en los procesos biológicos en los que se 
encuentran implicados los genes diferencialmente expresados entre ambos 
grupos, se llevó a cabo un análisis de anotación funcional usando el software 
Pathway Studio 10 (Ariadne Genomics® software, Elsevier® Inc, Rockville, 
MD, EEUUos Unidos). 
En la Tabla 30 se muestran los 26 clusters génicos más significativos, 
ordenados según su valor P, que van desde 1.6x10
-48
 a 3.7x10
-15
. En la tabla se 
detallan el número de entidades totales que se incluyen en ese cluster, así 
como los genes de ese cluster que se han expresado diferencialmente en el 
ensayo (solapamiento), tanto en números crudos como en porcentaje. 
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Tabla 30. Procesos biológicos diferencialmente expresados en las células B de 
médula ósea del ratón tras la ovariectomía de ratón. 
Entidades 
totales 
Solapamiento %Solapamiento P-valor 
1 
Regulación de la transcripción mediada 
por ADN 
2523 349 13.8 1.62E-48 
2 
Procesos metabólicos de moléculas 
pequeñas 
1407 235 16.7 1.35E-45 
3 Transporte 1841 273 14.8 4.80E-43 
4 Transcripción mediada por ADN 2434 327 13.4 1.45E-42 
5 Respuesta inmune innata 680 147 21.6 1.08E-41 
6 Fosforilación 707 138 19.5 4.79E-34 
7 
Regulación positiva de la transcripción 
mediada por ADN 
638 117 18.3 1.67E-26 
8 Coagulación sanguínea 487 99 20.3 4.03E-26 
9 
Regulación positiva de la transcripción 
del promotor de la ARN polimerasa II 
916 143 15.6 8.29E-25 
10 Modificación de proteínas 271 69 25.5 1.98E-24 
11 
Regulación negativa de la transcripción 
mediada por ADN 
557 103 18.5 9.41E-24 
12 Fosforilación de proteínas 663 111 16.7 6.76E-22 
13 
Ruta de señalización del receptor de la 
neurotropina TRK 
280 65 23.2 9.10E-21 
14 
Regulación negativa de la transcripción 
del promotor de la ARN polimerasa II 
707 113 16.0 1.24E-20 
15 Transducción de señal intracelular 519 92 17.7 4.71E-20 
16 Transporte de proteínas 647 104 16.1 2.89E-19 
17 Proceso apoptótico 842 123 14.6 4.68E-19 
18 
Modulación de la morfología o fisiología 
del hospedador mediante virus 
340 69 20.3 1.47E-18 
19 Adhesión celular 665 102 15.3 1.82E-17 
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20 Procesos del metabolismo de fosfolípidos 177 46 26.0 3.90E-17 
21 Respuesta inflamatoria 376 69 18.4 3.61E-16 
22 Procesos del sistema inmune 327 63 19.3 5.42E-16 
23 
Ruta de señalización del receptor del 
factor de crecimiento epidérmico 
199 47 23.6 1.01E-15 
24 Ciclo celular 645 96 14.9 1.16E-15 
25 Transporte transmembrana 735 104 14.1 2.36E-15 
26 
Regulación positiva del proceso 
apoptótico 
384 68 17.7 3.75E-15 
 
Algunos de los procesos principales presentes en estos clusters, 
englobaban transcripción (clusters 1, 4, 7, 9, 11 y 14), transporte (3, 16 y 25), 
inflamación y sistema inmune (5,21 y 22), fosforilación (6 y 12) o apoptosis 
(17 y 26), entre otros. 
Todos los genes seleccionados para la traslación al estudio humano se 
encontraban entre estos 26 clusters génicos. Entre ellos, por ejemplo, Sox6, 
Hdac5 y Sox4 se encuentran en el primer cluster (Regulación de la 
transcripción del ADN), Cd80 y Tyrobp están incluidos en el quinto cluster 
génico (Respuesta inmune innata) mientras Tnfrsf19, Il18rap y Mmp9 se 
incluyen en los clusters 17 (proceso apoptótico), 21 (respuesta inflamatoria) y 
26 (regulación positiva del proceso apoptótico), respectivamente. 
Los genes diferencialmente expresados se pueden agrupar a su vez de 
acuerdo con las rutas descritas en PANTHER (Protein ANnotation THrough 
Evolutionary Relationship) (Mi et al. 2016), usando la herramienta web 
GeneCodis (Tabas-Madrid et al. 2012), con el objetivo de determinar la ruta 
molecular dominante. 
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Figura 44. Rutas de señalización más significativamente diferenciadas en las células 
B tras la ovariectomía. 
Cabe destacar que entre las 10 rutas de señalización más 
significativamente diferenciadas tras la ovariectomía se encuentran la 
Inflamación mediada por citoquinas y quimioquinas (P=1.7x10
-13
), ruta de 
señalización de Interleuquinas (P=4.6x10
-8
) o la activación de células B 
(P=1.9x10
-7
). Las rutas más relacionadas con metabolismo óseo y 
osteoporosis aparecen en la posición 14 (ruta de señalización vía TFG-beta, 
P=7.3x10
-5
), en la posición 22 (respuesta a estrés oxidativo, P=1.3x10
-4
), y en 
la posición 25 (ruta de señalización de la vía Wnt, P=4.1x10
-4
). (Figura 44). 
 Validación del análisis de microarrays mediante análisis
MassARRAY QGE y qPCR 
Para validar los resultados de expresión génica obtenidos en el análisis 
del microarray, se llevó a cabo una validación mediante espectrometría 
Maldi-TOF (MassARRAY QGE; plataforma Sequenom) para 11 genes o 
mediante qPCR para 5 genes, usando las mismas muestras de ARN que se 
analizaron en el experimento de microarrays. 
En la Tabla 31 se muestra el Fold change obtenido del análisis de 
microarrays con el software Partek, la ratio OVX/SHAM obtenida del análisis 
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de Sequenom, que resulta de dividir la concentración molar de cada gen para 
los ratonas OVX (N=7) por la de los animales SHAM (N=5) y el valor P. En 
el caso de la validación mediante qPCR la ratio se obtuvo determinando la 
expresión génica relativa todas las ratonas (OVX, N=8; SHAM, N=6). 
Tabla 31. Validación de los resultados de microarrays mediante un análisis 
MassARRAY QGE (SEQUENOM) o mediante PCR a tiempo real (qPCR). 
Tecnología de 
validación 
Gen 
Fold change de 
microarrays 
(Partek) 
Ratio 
OVX/SHAM 
P-valor 
SEQUENOM 
Itch 2.32 3.24 0.000005 
Tet1 1.49 2.19 0.0006 
Lef1 1.48 2.31 0.000008 
Sox4 1.40 2.36 0.02 
Arrb1 -1.72 -2.51 0.0002 
Fosl2 -1.97 -2.71 0.00005 
Ccl3 -2.47 -1.97 0.01 
Ccl5 -2.56 -2.56 0.0002 
Mmp9 -2.84 -1.96 0.0007 
Aldh1a1 -3.50 -3.05 0.0001 
Fpr2 -3.53 -3.16 0.00007 
qPCR 
Hdac5 2.48 1.68 0.003 
Tnfrsf19 1.62 1.64 0.0005 
Smad5 1.38 1.56 0.005 
Clec5a -3.24 -2.77 0.005 
Sox6 -3.39 -3.88 0.00005 
 
Como se puede observar, la validación vía Sequenom o qPCR obtuvo 
valores de Fold change similares a aquellos obtenidos por el análisis de 
microarrays. Además, para los 16 genes analizados, detectamos diferencias 
significativas entre ratonas OVX y SHAM, lo que indica que los resultados 
del estudio de microarrays proporcionan comparaciones fiables entre ambos 
grupos de ratonas. 
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4.2.1.2.1. Estudio de asociación de SNPs candidatos (CD80, CD86, 
SOX4, IL18, SOX6, TNFRSF19, HDAC5, TYROBP y MMP) 
El objetivo principal del presente estudio fue la traslación de los 
resultados obtenidos en el modelo animal al humano. Para ello, se analizó la 
asociación de SNPs presentes en genes, directa o indirectamente asociados a 
las células B tras la ovariectomía, con fenotipos óseos en nuestra cohorte de 
mujeres posmenopáusicas. 
Las características principales de los SNPs estudiados pueden verse en la 
Tabla 7. La tasa de genotipado para los SNPs analizados fue mayor al 99%. 
Como se puede observar, la frecuencia del alelo menor (MAF) fue mayor al 
5% en todos los SNPs analizados y todos cumplían el EHW. El software 
GenePipe solamente asignó un riesgo medio al SNP rs9550987 (Ser31Thr) del 
gen TNFRSF19 y bajo para el SNP rs17576 (Gln279Arg) del gen MMP9. Las 
frecuencias alélicas fueron similares a las recogidas en otras poblaciones 
caucásicas. 
Las principales características de las 895 participantes en este estudio en 
concreto, están enumeradas en el ANEXO VIII. 
Como se puede apreciar, las mujeres mostraron parámetros óseos 
normales de acuerdo a su edad media, mostrando osteopenia leve en ambas 
zonas esqueléticas (Valor T de CF -1.044±1.036; Valor T de CL: -
1.223±1.365). 
Un estudio preliminar mediante el test ANOVA (no mostrado), reveló 
asociaciones significativas y/o sugestivas para varios de los SNPs con la 
DMOe. La Tabla 32 muestra los SNPs que mostraron asociación a DMOe-CF 
o CL, considerando el mejor modelo de herencia en cada caso obtenido por el
software SNPStats. 
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Tabla 32. Análisis de asociación entre genotipos y fenotipos óseos, sin ajustar y 
ajustados por las variables confusoras edad, IMC y uso de terapia hormonal. Para 
simplificar, sólo se han mostrado los valores para los SNPs significativos. 
Gen SNP 
(rs) 
Genotipo DMOe-CF Genotipo DMOe-CL 
  Sin ajustar Ajustado  Sin ajustar Ajustado 
CD80 
rs867234 
G/G 0.796±0.122 0.800±0.005 G/G–G/C 0.989±0.150 0.991±0.005 
G/C–C/C 0.780±0.118 0.793±0.007 C/C 0.899±0.156 0.911±0.028 
P-valor 0.071 0.364 P-valor 0.002 0.004 
CD86 
rs2681406 
T/T 0.785±0.125 0.792±0.005 T/T 0.979±0.155 0.984±0.006 
T/C-C/C 0.802±0.114 0.810±0.007 T/C–C/C 1.001±0.142 0.998±0.009 
P-valor 0.049 0.033 P-valor 0.044 0.198 
HDAC5 
rs228769 
C/C 0.783±0.119 0.790±0.005 C/C 0.977±0.148 0.981±0.007 
C/G–G/G 0.803±0.125 0.810±0.006 C/G–G/G 1.001±0.155 1.001±0.008 
P-valor 0.017 0.012 P-valor 0.028 0.054 
 
El SNP rs867234 del gen CD80 mostró una tendencia a la asociación con 
DMOe de CF (P=0.071), pero resultó significativamente asociado a DMOe de 
CL (P=0.002). Sin embargo, tras ajustar por las covariables edad, IMC y uso 
de terapia hormonal, solamente permaneció significativa la asociación a 
DMOe de CL.  
De la misma manera, los SNPs rs2681406 y rs228769 de los genes CD86 
y HDAC5 respectivamente, resultaron significativamente asociados tanto a 
DMOe de CF como de CL. La asociación a DMOe-CF permaneció incluso 
tras la corrección por las covariables, además se observó una fuerte tendencia 
a la asociación del SNP en el gen HDAC5 con la DMOe de CL (P=0.054). 
La Tabla 33 muestra un análisis de regresión logística múltiple, ajustado 
por edad, IMC y uso de terapia hormonal, para evaluar el riesgo de 
osteoporosis en CF y CL. En ella, aparecen los genotipos incluidos en el 
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modelo además de la edad (P<0.000 para osteoporosis tanto en CF como en 
CL) y del IMC (P<0.000 para osteoporosis en CL y P<0.05 para osteoporosis 
en CF). El uso de terapia hormonal no entró en ningún modelo en ningún 
caso. 
Tabla 33. Estimación del riesgo de osteoporosis CL y CF ajustado por edad, IMC y 
uso de terapia hormonal, de acuerdo con el genotipo y el modelo de herencia. 
Gen (SNP) Fenotipo Genotipo (N) 
Casos 
(%)
a
OR ajustado 
(95% IC) 
P-
valor 
CD80 
(rs867234) 
OTP CL 
G/G – G/C (834) 17.4 1 
C/C (27) 44.4 3.72 (1.64 – 8.44) 
0.002 
CD86 
(rs2681406) 
OTP CF 
T/C – C/C (285) 5.2 1 
T/T (548) 8.2 2.71 (1.11 – 6.62) 
0.028 
OTP CL 
T/C – C/C (281) 12.8 1 
T/T (534) 21.2 1.67 (1.08 – 2.58) 
0.020 
HDAC5 
(rs228769) 
OTP CF 
C/G – G/G (354) 5.9 1 
C/C (496) 8.5 2.05 (0.99 – 4.24) 
0.054 
OTP CL 
C/G – G/G (346) 16.2 1 
C/C (484) 19.6 1.42 (0.95 – 2.11) 
0.087 
MMP9 
(rs17576) 
OTP CF 
A/G – G/G (511) 6.1 1 
A/A (366) 9.0 1.82 (0.96 – 3.45) 
0.068 
SOX4 
(rs1620996) 
OTP CL 
T/T – T/C (206) 14.1 1 
C/C (653) 19.8 1.61 (1.00 – 2.60) 
0.052 
a. Porcentaje de mujeres con ese genotipo que sufren osteoporosis 
Como se puede observar en la Tabla 33, además de los SNPs en los 
genes CD80, CD86 y HDAC5 que se encontraban asociados en diferente 
grado a DMOe y riesgo de osteoporosis en ambos sitios esqueléticos, se 
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incluyen los SNPs de los genes MMP9 (genotipo de riesgo A/A, OR=1.82, 
P=0.068) y SOX4 (genotipo de riesgo C/C, OR=1.61, P=0.052). 
Finalmente, se estudió la asociación de cada SNP al fenotipo fractura 
ósea usando un test Chi-cuadrado (Tabla 34). En este caso, se encontró una 
asociación de este fenotipo con el SNP del gen CD80 (12.3% de las fracturas 
en el genotipo G/C-C/C vs. 7.9% en el genotipo G/G) y, lo que resulta muy 
interesante, al SNP del gen SOX6 (11.3% de las fracturas en el genotipo A/A 
vs 6.9% en el genotipo G/G-G/A). 
Tabla 34. Asociación de SNPs con la prevalencia de fractura osteoporótica de 
acuerdo con el modelo de herencia. Los valores mostrados son los resultantes tras la 
corrección de Yates para tablas 2x2.  
SNP (Gen) Genotipo (N) Casos (%)
a
 Χ
2
 P-valor 
rs867234 (CD80) 
G/G (611) 7.9 3.93 0.047 
G/C – C/C (277) 12.3   
rs7117858 (SOX6) 
G/G – G/A (356) 6.9 5.25 0.022 
A/A (533) 11.3   
a. Porcentaje de mujeres con ese genotipo que sufren osteoporosis 
 
 
4.2.2. Ensayo traslacional a partir de un modelo celular 
humano: Análisis del perfil de expresión génica de la fractura por 
fragilidad 
 
Se realizó un estudio para analizar la expresión génica diferencial entre 
osteoblastos primarios obtenidos de mujeres con fractura ósea de CF y de 
mujeres osteoartríticas. En este caso, el ensayo consistió en extraer ARN de 6 
cultivos de cada grupo, teniendo en cuenta tanto la calidad de la muestra como 
la edad de la paciente de la que se obtuvo el cultivo. Una vez se hubo extraído 
el ARN se llevó a cabo el estudio usando 12 microarrays de Affymetrix según 
lo expuesto en el apartado 3.4.3. 
En la Figura 45.A. se muestra el análisis de componentes principales 
(PCA). Este análisis agrupó las muestras según su procedencia, los datos 
representados en azul corresponden a las muestras de las pacientes con 
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fractura ósea por fragilidad o “casos”, mientras que los datos representados en 
rojo se corresponden a las muestras de las pacientes consideradas controles 
(sometidas a una intervención para implantar una prótesis de cadera debido a 
osteoartritis). Así, podemos observar que ambos grupos presentan una 
expresión génica esencialmente diferente, en tanto en cuanto las muestras 
pueden agruparse separando dos conjuntos distintos en función de su 
procedencia. 
Este perfil de expresión génica diferencial se confirmó gracias al 
Análisis de Agrupación Jerárquica, que mostró el dendrograma que se 
presenta en la Figura 45.B., en el cual se observa que la separación entre 
ambos conjuntos de muestras es evidente, presentando un perfil de expresión 
característico para cada uno de los grupos. 
Figura 45. A) Imagen del Análisis de Componentes Principales (PCA) donde se 
observan los dos grupos: Casos (O, en azul) y Control (C, en rojo) separados en 
diferentes conjuntos. B) Dendrograma del Análisis de Agrupación Jerárquica, en el 
que se observa que las muestras del grupo Control (C, en verde) y las muestras del 
grupo Casos (O, en rojo), se encuentran separadas en diferentes jerarquías, 
confirmando que el perfil de expresión génica es distinto. 
 Validación del análisis de microarrays por análisis MassARRAY
QGE 
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Con el objetivo de validar los resultados obtenidos mediante el análisis 
de microarrays se llevó a cabo un análisis mediante MassARRAY-QGE para 
14 de los genes obtenidos usando las mismas muestras de ARN que en el 
estudio de microarrays. Una vez obtenidos los datos de la validación se 
realizó un test t-Student para obtener el Fold change de la validación (esto es 
de la expresión absoluta del gen en el grupo de los Casos respecto a la 
expresión para el grupo Controles). Además se obtuvo un valor P para 
comparar los datos de la validación respecto a los datos del microarray  
(Tabla 35). 
Como se puede observar en la Tabla 35, se consiguió validar el 71% de 
los genes testados mediante otra técnica, lo que refuerza los resultados 
obtenidos por el microarray. Los genes que que no consiguieron validarse son 
los de Fold change más bajo. 
 
Tabla 35 .Validación de los resultados del análisis de microarrays mediante un 
análisis MassARRAY QGE (Sequenom). 
Gen Fold Change array Fold Change validación P-valor 
DSG3 2.64 1.99 0.012 
SULF2 2.43 2.09 0.010 
COL10A1 2.34 2.25 0.004 
RSPO3 2.24 2.03 0.024 
PRKAR2B 2.01 1.87 0.040 
MEF2C  1.62 1.28 0.507 
DLX5  1.58 1.25 0.249 
GALNT5 -1.64 -1.13 0.681 
FOSL1  -1.93 -1.49 0.418 
ADAM12  -1.95 -1.87 0.043 
ITGA4  -1.99 -1.68 0.007 
THSD4 -2.08 -1.77 0.005 
LEP -3.4 -2.84 0.000 
IL13RA2 -4.33 -2.84 0.001 
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 Identificación y clasificación funcional de los genes 
diferencialmente expresados tras la fractura por fragilidad 
Se realizó un análisis ANOVA para detectar la expresión génica 
diferencial de los genes entre ambos grupos, usando un FDR con un valor 
P<0.05. Así, se comprobó que existían 2657 transcritos diferencialmente 
expresados, de los cuales 1084 (41%) estaban sobreexpresados y 1573 (59%) 
infraexpresados. Todos estos genes presentaron un Fold change entre -4.33 y 
3.95. 
En este caso, para analizar los procesos biológicos en los que se 
encuentran implicados los genes diferencialmente expresados se usó la 
herramienta web GeneCodis (http://genecodis.cnb.csic.es/) (Tabas-Madrid et 
al. 2012). 
En la Figura 46 se observan las rutas biológicas implicadas según los 
resultados obtenidos mediante un análisis PANTHER (http://pantherdb.org/). 
Destacan, por la cantidad de genes implicados, la “vía de señalización Wnt”, 
la “vía de señalización de las Integrinas” y la “vía de señalización de la 
inflamación mediada por citoquinas”, todas ellas implicadas en diversos 
procesos relacionados con el metabolismo óseo. 
Figura 46. Gráfico obtenido con la aplicación PANTHER, en el que se observan las 
principales rutas celulares relacionadas con los genes del estudio. 
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De los genes obtenidos, destacan los 18 que intervienen en la vía Wnt, 
entre los que se encuentran CTNNB1 y TBL1X, ambos relacionados con 
osteoporosis y enfermedades relacionadas con hueso, respectivamente (Hsu 
and Kiel 2012; García-Ibarbia et al. 2013). Por otra parte, en la “vía de 
señalización de las Integrinas” participan un total de 16 genes entre los que 
están COL10A1 y ITGA4, ambos validados por espectrometría de masas. 
Además, como puede observarse en la Figura 46, la ruta de “Inflamación 
mediada por citoquinas” fue una de las rutas más representadas en el estudio, 
con 18 genes, entre los que destacan CCL13, RAF1 y PF4. 
 
4.2.2.1. Estudio de asociación de SNPs candidatos (MEF2C, 
CTNNB1, FOXC1 y EBF2) 
Tras la clasificación funcional de los genes expresados diferencialmente 
se procedió a la selección de 4 SNPs en cuatro genes diferencialmente 
expresados con el objetivo de analizar su asociación con fenotipos óseos en la 
cohorte de mujeres. En la Tabla 36 se pueden observar las frecuencias 
alélicas, genotípicas y el valor de P del EHW. Ninguno de los SNPs tuvo una 
MAF<0.05 y todos cumplieron el EHW. 
Tabla 36. Descripción de los polimorfismos estudiados, sus frecuencias alélicas y 
genotípicas y el valor P del Equilibrio Hardy-Weinberg. 
Gen Genotipo N (Frecuencia) 
Alelo 
(Frecuencia) 
P-valor del 
EHW 
MEF2C 
rs1366594  
AA 219 (0.26) 
A (0.51) 
C (0.49) 
0.68 AC 429 (0.51) 
CC 198 (0.23) 
CTNNB1 
 rs87939 
AA 238 (0.28) 
A (0.53) 
G (0.47) 
0.95 AG 424 (0.5) 
GG 191 (0.22) 
FOXC1 
rs2745599  
AA 261 (0.3) 
A (0.54) 
G (0.46) 
0.20 AG 413 (0.48) 
GG 195 (0.22) 
EBF2 
 rs1008974 
AA 48 (0.06) 
A (0.25) 
G (0.75) 
0.28 AG 332 (0.39) 
GG 464 (0.55) 
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Al analizar la posible asociación de estos SNPs en este estudio 
preliminar, ya apreciamos que el SNP rs87939 de CTNNB1 muestra un valor 
P significativo para la asociación a fenotipos óseos en todas las medidas 
excepto en DMOe-CF (donde muestra una clara tendencia). La significación 
estadística para el Valor Z de CL resultó muy evidente (P=0.006), de manera 
que las mujeres con genotipo AA presentan un mejor estado óseo que aquellas 
de genotipo AG o GG. Todos estos datos apoyan la elección de este gen para 
estudiar  su asociación con DMO (Ma et al. 2016), así como con fractura ósea 
(Haffner-Luntzer et al. 2016) y riesgo de osteoporosis (Urano and Inoue 
2014b). En el caso de los otros tres polimorfismos, no se apreció asociación 
en este estudio. 
Para profundizar en el análisis, se utilizó el software SNPstats para 
determinar el modelo de herencia de cada SNP seleccionado. En la Tabla 38 
se muestran los resultados, donde se puede observar la asociación de los 
genotipos según el modelo de herencia con el Valor Z de CF y CL. Se decidió 
tener en cuenta el Valor Z para eliminar la variabilidad introducida por la 
diferencia de edad entre grupos. 
Tabla 37. Resultados del análisis ANOVA sin corregir por covariables. 
Determinación de la asociación de los genotipos a DMOe de cadera y columna. 
DMOe-CF (g/cm
2
) P-valor DMOe-CL (g/cm
2
) P-valor 
AA 0.79 ± 0.13 
0.383 
0.98 ± 0.15 
0.838 MEF2C AC 0.78 ± 0.11 0.98 ± 0.15 
rs1366594 CC 0.79 ± 0.12 0.99 ± 0.15 
AA 0.80 ± 0.12 
0.066 
1.01 ± 0.16 
0.018 CTNNB1 AG 0.78 ± 0.12 0.98 ± 0.14 
rs87939 GG 0.78 ± 0.11 0.97 ± 0.14 
AA 0.78 ± 0.11 
0.234 
0.97 ± 0.14 
0.105 FOXC1 AG 0.79 ± 0.12 0.98 ± 0.15 
rs2745599 GG 0.80 ± 0.11 1.00 ± 0.15 
AA 0.80 ± 0.10 
0.401 
0.96 ± 0.12 
0.377 EBF2 AG 0.78 ± 0.11 0.99 ± 0.14 
rs1008974 GG 0.79 ± 0.12 0.98 ± 0.15 
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El SNP rs87939 del gen CTNNB1 presentó un modelo de herencia 
dominante asociado al alelo G tanto para cadera como para columna, de 
manera que el alelo G impone peores valores de masa ósea. 
Para el SNP rs1366594 del gen MEF2C se apreció una tendencia a la 
asociación con el Valor Z de Cadera con un modelo de herencia dominante 
para el alelo C, de manera que las mujeres con genotipo AC o CC presentaron 
valores de masa ósea menores. De la misma manera, para el SNP rs2745599 
del gen FOXC1 se aprecia una tendencia a la asociación del alelo G a una 
mejor masa ósea con un modelo de herencia recesivo, si bien en ambos casos 
podemos hablar únicamente de una tendencia clara, pero no alcanzan la 
significación estadística. 
Tabla 38 ANOVA con modelos de herencia de los SNPs seleccionados relacionados 
con el Valor Z de CF y CL. 
Gen 
(SNP)  
Genotipo 
Valor Z de 
Cadera 
(Media ± EE) 
Modelo de 
herencia 
(P-valor) 
Valor Z de 
columna 
(Media± EE) 
Modelo de 
herencia  
(P-valor) 
MEF2C 
(rs1366594)  
AA  -0.01 ± 0.07 Dominante  
(0.059) 
-0.15 ± 0.09 Dominante 
(0.59) AC-CC   -0.15 ± 0.04 -0.2 ± 0.05  
CTNNB1 
(rs87939)  
AA   0.03 ± 0.06 Dominante  
(0.0084) 
0.01 ± 0.08 Dominante 
(0.0053) AG-GG  -0.16 ± 0.04 -0.25 ± 0.05  
FOXC1 
(rs2745599) 
AA-AG  -0.14 ± 0.04 Recesivo 
 (0.087) 
-0.22 ± 0.05 Recesivo 
(0.086) GG  -0.01 ± 0.07  -0.05 ± 0.09 
EBF2 
(rs1008974) 
GG-AG  -0.13 ± 0.03  Recesivo  
(0.5) 
-0.18 ± 0.04 Recesivo 
(0.14) AA  -0.15 ± 0.05 -0.45 ±0.17  
 
Los resultados del análisis corregido por covariables se muestran en la 
Tabla 39. Para realizar este análisis se utilizaron los modelos de herencia 
predichos por el software SNPstats. 
Como se aprecia en la Tabla 39, al ajustar por el IMC, el SNP rs1366594 
de MEF2C se encontró asociado al Valor Z de cadera (P=0.021), así como el 
SNP rs87939 (CTNNB1), que se encontró asociado al valor Z, tanto de cadera 
como de columna (P=0.010 y P=0.006, respectivamente), Por su parte, los 
polimorfismos de FOXC1 y EBF2 no mostraron asociación tras el ajuste por 
la covariable IMC, aunque en ambos casos se aprecia una tendencia a ello. 
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Tabla 39 Análisis de la Covarianza (ANCOVA). La corrección se llevó a cabo por 
IMC, considerándose que al usar el valor Z como parámetro, ya se está corrigiendo de 
manera intrínseca por la edad. 
Valor Z de Cadera Valor Z de Columna 
Gen (SNP) Genotipo 
Media marginal 
estimada±EE 
P-
valor 
Media marginal 
estimada±EE 
P-
valor 
MEF2C 
(rs1366594) 
AA  0.013 ± 0.065 
0.021 
-0.150 ± 1.253 
0.311 
AC + CC -0.161 ± 0.038 -0.203 ± 1.217 
CTNNB1 
(rs87939) 
AA  0.028 ± 0.960 
0.010 
 0.009 ± 1.273 
0.006 
AG + GG -0.163 ± 0.951 -0.252 ± 1.195 
FOXC1 
(rs2745599) 
AA + AG -0.138 ± 0.960 
0.102 
-0.219 ± 1.216 
0.108 
GG -0.015 ± 0.931 -0.061 ± 1.246 
EBF2 
(rs1008974) 
GG + AG -0.123 ± 0.962 
0.589 
-0.178 ± 1.225 
0.094 
AA -0.038 ± 0.850 -0.484 ± 1.122 
Se calculó, usando un análisis de regresión logística, el riesgo estimado 
asociado a cada genotipo de sufrir osteoporosis u osteopenia en la cadera o en 
la columna (según la definición de la OMS: Valor T<1). La regresión logística 
binaria se calculó de acuerdo al modelo de herencia corregido por la variable 
IMC y se tuvo en cuenta el riesgo de padecer osteoporosis u osteopenia (Odds 
ratio), estableciendo un intervalo de confianza de 95%. En la Tabla 40 se 
observan los resultados del riesgo estimado de sufrir osteoporosis en cadera. 
Tabla 40. Resultados de la regresión logística en cadera de los SNPs que resultaron 
significativos. El SNP de EBF2 no fue significativo. Se muestra el genotipo, el valor 
P, el riesgo (Odds ratio) y el intervalo de confianza 95% (95%IC). 
Genotipo P-valor Odds ratio 95% IC 
MEF2C AA vs AC/CC 0.079 1.326 0.968-1.817 
CTNNB1 AA vs AG/GG 0.008 1.513 1.114-2.053 
FOXC1 GG vs AA/AG 0.063 1.363 0.983-1.891 
De los SNPs estudiados, sólo el rs87939 de CTNNB1 presentó un riesgo 
significativo de osteoporosis u osteopenia en cadera tras la corrección 
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(P=0.008). De esta forma, las mujeres con un genotipo AG/GG tienen un 
riesgo 1.513 veces mayor de padecer osteoporosis u osteopenia en cadera que 
las de genotipo AA. Por su parte, los SNPs de MEF2C y FOXC1 continuaron 
mostrando una tendencia, aunque no se obtuvo la significación estadística. 
En el caso del estudio en columna, únicamente el SNP de CTNNB1 
resultó significativo, de lo que concluimos que mujeres con un genotipo 
AG/GG tienen un riesgo 1.535 veces mayor de padecer osteoporosis u 
osteopenia en columna que las de genotipo AA. 
El SNP del gen EBF2 no resultó significativo en ninguno de los dos 
análisis (cadera y columna). 
 
 
4.3. Estudios de funcionalidad de las variantes genéticas 
4.3.1. Identificación de una posible expresión génica dependiente 
de alelo (EGDA): CD40/CD40L 
Como ya se ha descrito en el apartado 4.1.2, en el presente trabajo se 
detectó una asociación de varios polimorfismos del sistema CD40/CD40L a 
DMO. Concretamente, esta asociación fue especialmente significativa para los 
SNPs rs1126535 (CD40L) y rs1883832 (CD40). Esta asociación genética ya 
había sido detectada en estudios previos (Pineda et al. 2008, 2011), y se 
corroboró y amplió en el presente estudio (Panach et al. 2016). 
Con el objetivo de establecer si el SNP sinónimo (Leu/Leu) rs1126535 
(T>C) (localizado en el exón 1 del gen CD40L) y el SNP rs1883832 (C>T) 
(localizado en la región 5′-UTR del gen CD40) eran variantes funcionales 
provocando una expresión alélica diferencial, se analizó la expresión génica 
tanto de CD40 como de CD40L respecto al genotipo para estos dos SNPs 
mediante PCR cuantitativa. Para ello, se usó tanto a ARN obtenido de 
osteoblastos primarios humanos, como de leucocitos de sangre periférica 
(PBLs, peripheral blood leukocytes) (Figura 47). 
La expresión de CD40L no se detectó en osteoblastos (no mostrado) 
mientras que en PBLs se pudo determinar que las mujeres con el genotipo CT 
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para el rs1126535 tenían mayor expresión del gen al compararlo con GADPH 
(P=0.039), pero esta significación no se mantenía respecto al gen de la β-
ACTINA (Figura 47). 
Figura 47. Expresión génica (media±DE) de CD40 y CD40L en osteoblastos 
primarios y en PBLs, en función del genotipo para el SNP rs1883832 (CD40) y el 
rs1126535 (CD40L). La expresión génica se estimó usando la fórmula 2
-ΔCt
, siendo 
ΔCt la diferencia entre las Ct para CD40 o CD40L y la Ct del gen housekeeping 
correspondiente (GAPDH o β-ACTINA). Los valores se normalizaron respecto a la 
expresión génica del genotipo CC (en el caso de CD40) o CT (CD40L). Los tamaños 
muestrales para CD40 fueron CC=8 y CT=10 en el experimento usando osteoblastos 
primarios y de CC=5 y CT/TT=10 para el estudio de PBLs. El tamaño muestral para 
CD40L (PBLs) fue CT=10 y TT=11. *P<0.05. 
Dado que los resultados no aportaban evidencias firmes, y la baja 
disponibilidad de homocigotos recesivos para ambos SNPs (TT para 
rs1883832 y CC para rs1126535), se decidió estudiar un posible desequilibrio 
alélico (allelic imbalance) en los heterocigotos, mediante secuenciación (Ge 
et al. 2005), según lo descrito en el apartado 3.7.1.1. 
Para esto, se obtuvo ADN genómico (ADNg) y ARN total de PBLs de 
18 mujeres heterocigotas para ambos SNPs (cohorte DMO), en condiciones 
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basales (sin tratamiento). Se retrotranscribieron los ARNs a ADNc según lo 
descrito previamente (apartado 3.4.1) y se amplificaron las secuencias que 
contenían ambos SNPs con los cebadores específicos para cada región (Figura 
48 yFigura 49). 
 
Figura 48. Fragmento de secuencia flanqueante al polimorfismo rs1883832 del gen 
CD40 (señalado en rojo). La secuencia codificante se representa en gris y mayúsculas 
y en blanco y minúscula, la secuencia correspondiente al intrón. El cebador directo 
está resaltado en amarillo y es común para ambos amplicones. El cebador reverso es 
específico en cada amplicón (el correspondiente a ADN genómico se encuentra 
resaltado en azul y el específico para ADN copia está marcado en verde). 
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Figura 49 Fragmento de secuencia flanqueante al polimorfismo rs1126535 del gen 
CD40L (señalado en rojo). La secuencia codificante se representa en gris y 
mayúsculas y en blanco y minúscula, la secuencia correspondiente al intrón. El 
cebador directo está resaltado en amarillo y es común para ambos amplicones. El 
cebador reverso es específico en cada amplicón (el correspondiente a ADN genómico 
se encuentra resaltado en azul y el específico para ADN copia está marcado en verde). 
Una vez amplificadas las muestras, se secuenciaron los fragmentos y se 
obtuvieron los electroferogramas de cada muestra. A continuación, se 
analizaron las alturas de los picos gracias al software PeakPicker, según lo 
descrito en 3.7.1.1. El desequilibrio alélico se definió usando el test específico 
de muestra, de manera que si más del 80% de los heterocigotos individuales 
muestran sobreexpresión del alelo dominante en el ADNc con respecto al 
ADNg se concluye que existe desequilibrio alélico (Ge et al. 2005). 
Resultados 
 
198 
 
Las Figura 50 y Figura 51 muestran los electroferogramas representativos 
del análisis del desequilibrio alélico para los alelos C/T de los SNPs 
rs1883832 y rs1126535 de CD40 y CD40L, respectivamente. 
 
Figura 50. Electroferogramas representativos de tres muestras del análisis de 
desequilibrio alélico basado en la secuencia para los alelos C/T del SNP rs1883832 en 
la secuencia reversa de CD40. Cada fila representa un análisis de expresión alélica de 
una muestra heterocigota, mostrando la secuencia del ADNc obtenido a partir de 
ARN y su referencia de ratio alélico 50:50 de ADN genómico. 
 
Como se puede observar, el alelo ancestral C está representado en mayor 
medida que el alelo T para el SNP rs1883832 del gen CD40 (Figura 50). Se 
estimó el desequilibrio alélico usando un test específico de muestra (AI95), 
que considera que si >80% de las muestras de ADNc están fuera del intervalo 
de confianza al 95%, calculado a partir de muestras heterocigotas 
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independientes de ADN genómico, existe desequilibrio alélico (Ge et al. 
2005). 
Para el SNP rs1126535 del gen CD40L, no se detectó un desequilibrio 
entre alelos al comparar los electroferogramas entre ADNc y el ADN 
genómico (Figura 51). En consecuencia, no se realizaron más estudios con 
este SNP. 
Figura 51. Electroferogramas representativos de tres muestras del análisis de 
desequilibrio alélico basado en la secuencia para los alelos C/T del SNP rs1126535 en 
la secuencia directa de CD40L. Cada fila representa un análisis de expresión alélica de 
una muestra heterocigota, mostrando la secuencia del ADNc obtenido a partir de 
ARN y su referencia de ratio alélico 50:50 de ADN genómico. 
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4.3.2. Caracterización de la tasa de transcripción mediante 
ensayos de gen reportero 
Los SNPs que se encuentran situados en el promotor de un gen, pueden 
afectar a la expresión del mismo, por ejemplo, al modificar la secuencia 
consenso de unión de un factor de transcripción. Con el objetivo de estudiar la 
posible EGDA se realizó un ensayo de gen reportero en SNPs que 
previamente se había comprobado que se encuentran asociados a DMO. Los 
tres SNPs estudiados fueron: el rs7771980 (T>C) de RUNX2, el rs1428922 
(G>A) de CD79A y los SNPs rs1800686 (G>A) y rs752118 (C>T) de CD40. 
 
4.3.2.1. RUNX2 
El gen RUNX2 codifica para un factor de transcripción clave en la 
diferenciación de los OBs. En estudios anteriores de este grupo (Pineda et al. 
2010) se demostró la asociación del SNP rs7771980 (T>C), situado en la 
región reguladora del promotor 2 (P2) en la posición –1025, con la DMO, por 
lo que se decidió estudiar su posible funcionalidad. 
En la Figura 52 se observan los resultados de luminiscencia obtenidos 
para esta región de RUNX2. La actividad de la enzima luciferasa del vector 
pGL3 se normaliza frente a la luciferasa del vector pRLSV40 tal como se ha 
comentado en el apartado 3.7.1.3. En este caso se clonó el fragmento que 
contenía el SNP en los vectores pGL3-Basic y pGL3-Promoter, ya que este 
fragmento podría contener secuencias reguladoras. 
En el caso de las construcciones clonadas en pGL3-Basic se observa una 
disminución de la expresión génica que no es significativa. En las 
construcciones clonadas en pGL3-Promoter aparece una mayor actividad 
luciferasa en la construcción que contenía el alelo C (poco frecuente) frente al 
alelo T (común). 
Para las construcciones clonadas en pGL3-Promoter, la realización de un 
test ANOVA seguido del análisis post-hoc de Bonferroni mostró un aumento 
significativo en la expresión de ambos alelos frente al vector vacío (P <10
-5
 en 
ambos casos). 
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La Figura 52 muestra los resultados de este estudio. La expresión de 
ambos alelos respecto al vector vacío en el caso de pGL3-Basic no fue 
significativa, lo que sugiere que este fragmento no contiene ninguna secuencia 
promotora que aumente la expresión génica. 
Figura 52 Expresión de luminiscencia de luciferasa normalizada frente a la 
luminiscencia de pRLSV40 (media±EE) para el SNP rs7771980 (T>C) de RUNX2. (*: 
P<10
-5
 (p.h. Bonferroni)). 
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4.3.2.2. CD79A 
El gen CD79A codifica para una de las dos cadenas que forman la 
proteína transmembrana CD79. Ésta interacciona con el receptor del linfocito 
B (BCR), que es el que desencadena la señal de activación de las células B 
(Seda and Mraz 2014). En el estudio traslacional a partir del modelo de ratona 
ovariectomizada comentado previamente, en que se analizó los genes 
diferencialmente expresados en médula ósea total, se observó la asociación 
del SNP rs1428922 (G>A), en posición -1410 del gen CD79A con respecto a 
DMO, por lo que se decidió comprobar su posible funcionalidad clonando la 
región adyacente al polimorfismo según lo descrito en el apartado 3.7.1.3. 
En la Figura 53 se pueden observar los resultados obtenidos para el gen 
CD79A. En este caso, debido a resultados previos, se dispuso de indicios de 
que el SNP podría estar localizado en la secuencia de algún regulador 
negativo de la expresión génica, por lo que se decidió clonarlo en el vector 
pGL3-Control además de en el vector pGL3-Promoter. 
Respecto a las construcciones clonadas en pGL3-Promoter, se observó 
un aumento significativo (P=0.004) en la expresión del alelo G respecto al 
alelo A. En cuanto a las construcciones clonadas en pGL3-Control existe una 
mayor expresión para el alelo A (común) frente al alelo G (poco frecuente) 
(P=0.009), y en ambos casos es significativamente menor que la expresión del 
vector vacío.  
El estudio del SNP de CD79A reveló que este fragmento de ADN 
clonado en el vector en pGL3-Promoter apenas varía su expresión, sin 
embargo, cuando es clonado en pGL3-Control provoca una disminución de la 
expresión respecto al vector vacío (P=0.003) para ambos alelos, que es más 
acentuada en el caso del alelo G. 
Identificación de genes y polimorfismos asociados a fenotipos óseos 
203 
Figura 53. Expresión de luminiscencia de luciferasa normalizada frente a la 
luminiscencia de pRLSV40 (media±EE) para el SNP el rs1428922 (G>A) de CD79A. 
(*: P< 0.01 frente al vector vacío; #: P<0.01 entre alelos (p.h: T3 Dunnett)). 
4.3.2.3. CD40 
El gen CD40 codifica un receptor esencial en las células presentadoras 
de antígeno. En este caso se estudiaron los efectos sobre la tasa de 
transcripción in vitro que podrían tener los SNPs rs1800686 (G/A) y rs752118 
(C/T), ambos localizados en la región 5’ del gen CD40. 
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Para ello se clonó una región de 463 pb del extremo 5’ del gen CD40 que 
contenía cada uno de los dos haplotipos para los SNPs mencionados (G-C o 
A-T) en el vector pGL3-promoter (Figura 54). Posteriormente se transfectaron 
junto con los controles (vectores pGL3-Basic y pGL3-Promoter intactos, 
además del plásmido pRLSV40, co-transfectado para normalizar la 
luminiscencia) en células Saos-2 y HeLa según lo descrito en el apartado 
3.7.1.3. 
 
Figura 54.  Secuencia de la región promotora del gen CD40. En verde se muestra el 
lugar en que se encuentra el SNP rs1800686 y en azul el SNP rs752118. En amarillo 
están señalados los cebadores a los que se añadió la secuencia de la enzima de 
restricción (SacI o XhoI, respectivamente) y una cola poli-A. 
 
Cuando transcurrieron 48 horas de cultivo tras la transfección, se 
determinaron los valores de luminiscencia y éstos se normalizaron frente a los 
valores de actividad luciferasa del vector PRLSV40 de Renilla reniformis. Los 
resultados de la transfección de las células Saos-2 se muestran en la Figura 55. 
La expresión de luciferasa para todos los vectores transfectados se refirió 
al vector pGL3-Basic, que muestra una transcripción basal porque carece de 
promotor activo, y al vector pGL3-Promoter vacío que representaba la tasa de 
transcripción para un promotor activo sin elementos reguladores adicionales.  
Las construcciones que contenían ambos haplotipos (G-C o A-T) en el 
vector pGL3-Promoter mostraron el doble de tasa de transcripción que el 
vector pGL3-Promoter vacío. Los resultados están de acuerdo con el hecho de 
que se clonó un fragmento con algún elemento en cis que incrementa la tasa 
de transcripción del gen de la luciferasa, aunque no se hallaron diferencias 
entre ambos haplotipos (alelos) respecto a la actividad luciferasa.  
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Estos resultados fueron idénticos al transfectar estas mismas 
construcciones en células HeLa (resultados no mostrados). 
Figura 55. Expresión de luminiscencia de luciferasa normalizada frente a la 
luminiscencia de pRLSV40 (media±EE) en células Saos-2 para los SNPs rs1800686 
(G/A) y rs752118 (C/T). Las barras para pGL3-basic y pGL3-promoter representan al 
valor de luminiscencia para ambos vectores vacíos. (*: P<10
-6
) (p.h: T3 Dunnett). 
4.3.3. Cuantificación del grado de metilación de islas CpG en la 
región promotora del gen CD40 
Se había detectado previamente una expresión génica diferencial (alelo-
dependiente) para el gen CD40 (ver 4.3.1). Sin embargo, se demostró que esta 
expresión alélica diferencial no era explicada por elementos actuando en 
trans, es decir, por unión diferencial alelo-dependiente de factores de 
transcripción, como se ha demostrado en el experimento de clonación en los 
vectores pGL3. Por lo tanto, se planteó la posibilidad de que alrededor del 
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SNP rs1883832 del gen CD40, existiesen elementos actuando en cis que 
pudiesen explicarla. 
Ya que existen distintos mecanismos epigenéticos actuando en cis que 
pueden regular la expresión génica, se decidió estudiar e identificar posibles 
islas CpG en la región reguladora de CD40. Para ello se usó el software CpG 
Island Searcher (http://cpgislands.usc.edu/) que detectó dos islas CpG 
alrededor del sitio de inicio de la transcripción del gen CD40 (Figura 56). 
Figura 56. Captura de la pantalla del software de búsqueda de islas CpG, CpG Island 
Searcher. El programa detectó dos islas CpG: la primera de la posición 616-1277 y la 
segunda de 1341-1695. 
 
La intención inicial fue comparar el grado de metilación en estas islas 
CpG entre mujeres con genotipos TT (baja masa ósea) y CC/CT (alta masa 
ósea) para el SNP rs1883832 del gen CD40. Sin embargo, dada la falta de 
mujeres con genotipo TT, se decidió analizar el grado de metilación en estas 
islas CpG en función de la DMOe, dividiendo a las mujeres en un grupo de 
alta y otro de baja masa ósea, dado que el genotipo TT se había asociado a un 
menor nivel de DMOe en trabajos previos (Pineda et al. 2008, 2011).  
En el gen CD40, hay dos islas CpG (CpG1 y CpG2) y en este estudio se 
cuantificó el grado de metilación de las CpG en dos amplicones solapantes 
que cubrían la totalidad de la isla 2 y el 40% de la CpG1 (Figura 57). 
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Figura 57. Distribución y porcentaje de CpGs de la región adyacente al lugar de 
inicio de la transcripción del gen CD40. La secuencia de 2160 pb contiene 1488 pb 
previas al primer exón del gen, 135 pb del exón 1 (rectángulo negro), y 537 pb del 
primer intrón. Cada barra vertical representa un sitio CpG. Se pueden observar las dos 
islas CpG detectadas por el software Epidesigner y los dos amplicones analizados 
usando Sequenom. La localización relativa de las islas CpG respecto a la posición 
ATG fue la siguiente: CpG 1 (−957 a −296 nt) y CpG 2 (−232 a +123 nt). La posición 
relativa de los amplicones respecto a la posición ATG: amplicón 1 (−555 a −246 nt), 
conteniendo 12 sitios CpG y amplicón 2 (−280 a +152 nt), conteniendo 22 sitios CpG. 
Los datos relativos a la metilación se analizaron individualmente para 
cada sitio CpG, excepto en los casos en que los sitios CpG estuvieron muy 
próximos entre sí. En esos casos, dos o incluso tres sitios CpG se analizaron 
de forma conjunta (CpG1-9.10, CpG2-4.5, CpG2-8.9, CpG2-12.13.14). El 
valor β emitido por el software (0-1) indica el porcentaje de metilación de la 
muestra original. 
Las características antropométricas, bioquímicas, óseas y de tipo de 
menopausia de las 60 mujeres seleccionadas se muestran en la Tabla 41.Como 
era de esperar, el grupo de mujeres de alta DMOe mostró un mayor peso 
corporal, si bien las diferencias en edad, altura, IMC y porcentaje de 
menopausia quirúrgica no fueron significativas. 
Aunque el número de mujeres TT era el mismo en cada grupo, en el 
grupo de alta DMOe hubo más mujeres con genotipo CC. 
Resultados 
 
208 
 
Tabla 41. Características antropométricas y óseas de las mujeres seleccionadas con 
alta y baja DMOe para los experimentos de metilación (media±DE). 
 Alta DMOe (N = 30) Baja DMOe (N = 30) P-valor 
Edad (años) 52 ± 4.4 53.3 ± 3.9 0.239 
Peso (kg) 69.0 ± 10.3 63.9 ± 8.1 0.038 
Altura (cm) 158.9 ± 6.9 156.0 ± 4.3 0.060 
Menopausia 
quirúrgica (%) 
20.0 23.3 1.000 
IMC (kg/m
2
) 27.4 ± 3.9 26.3 ± 3.5 0.255 
OPG (pg/ml) 102.4 ± 28.8 91.9 ± 24.3 0.273 
Genotipo rs1883832 
(TT–CT–CC) 
3–11–16 3–20–7 0.047 
DMOe- CF (g/cm
2
) 0.949 ± 0.111 0.690 ± 0.054 < 0.000 
CF Valor Z 1.145 ± 0.986 − 1.005 ± 0.468 < 0.000 
DMOe- CL(g/cm
2
) 1.178 ± 0.100 0.805 ± 0.049 < 0.000 
CL Valor Z 1.327 ± 0.982 − 1.642 ± 0.380 < 0.000 
 
La Tabla 42 muestra la cuantificación de la metilación de ADN de los 
sitios CpG para los dos amplicones analizados. El amplicón 1 contiene 12 
CpGs mientras que el amplicón 2 contiene 22. Algunas de las CpGs, sin 
embargo, no fueron detectadas por el sistema. Otras, dada la proximidad con 
las CpGs vecinas, aparecieron como dobletes o tripletes, con lo que 
finalmente sólo aparecen 20 CpGs en la Tabla 42.  
El modelo de análisis multivariante ajustado por las covariables edad, 
peso, altura y menopausia quirúrgica, confirmó que 8 de las 20 CpGs 
analizadas (40%) mostraban valores de metilación de ADN estadísticamente 
significativos entre mujeres de alta y baja DMO (Valor P ajustado). Cuando 
se ajustó por el test FDR en el modelo multivariante, sólo 6 de las 20 (30%) 
permanecieron como significativas (Q-valor ajustado). Como dato interesante 
destacar que los sitios CpG tendían a estar más metilados en mujeres con baja 
DMO (Tabla 42). 
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Tabla 42. Valores de metilación en PBLs, para los sitios CpGs analizados en el 
promotor de CD40 en mujeres de alta vs baja DMOe (en %; medias marginales 
estimadas ±DE). 
Sitio CpGa 
Posición
(pb)b 
Alta DMOe 
(N = 30) 
Baja DMOe 
(N = 30) 
P-valorc Q-valor d 
P-valor 
ajustado e 
Q-valor 
ajustado f 
CpG 1-1 − 523 4.8 ± 0.6 6.0 ± 0.6 0.156 0.224 0.189 0.270 
CpG 1-4 − 449 1.7 ± 0.4 2.8 ± 0.4 0.049 0.141 0.042 0.105 
CpG 1-5 − 432 4.4 ± 0.4 4.6 ± 0.4 0.781 0.781 0.777 0.812 
CpG 1-6 − 405 45.1 ± 2.4 33.9 ± 2.4 0.00045 0.0018 0.0013 0.004 
CpG 1-7 − 398 3.2 ± 0.3 3.4 ± 0.3 0.671 0.706 0.734 0.812 
CpG 1-8 − 378 3.8 ± 0.3 4.6 ± 0.3 0.079 0.172 0.092 0.165 
CpG1-9.10 −332 10.4 ± 0.9 9.5 ± 0.9 0.289 0.361 0.541 0.636 
CpG 2-1 − 232 1.3 ± 0.2 0.8 ± 0.2 0.114 0.193 0.076 0.162 
CpG 2-2 − 216 1.0 ± 0.3 4.9 ± 0.3 < 0.000 < .000 < 0.000 < 0.000 
CpG 2-3 − 202 4.6 ± 0.5 4.2 ± 0.5 0.452 0.532 0.514 0.636 
CpG 2-4.5 − 160 61.5 ± 2.9 86.9 ± 2.9 < 0.000 < .000 < 0.000 < 0.000 
CpG 2-8.9 − 118 5.2 ± 0.7 6.7 ± 0.7 0.125 0.193 0.151 0.232 
CpG2-12.13.14 − 43 5.8 ± 0.5 67 ± 0.5 0.258 0.344 0.258 0.344 
CpG 2-15 −19 6.3 ± 0.4 6.2 ± 0.4 0.617 0.686 0.812 0.812 
CpG 2-16 − 4 3.8 ± 0.2 4.3 ± 0.2 0.065 0.162 0.011 0.031 
CpG 2-17 + 7 6.3 ± 0.4 4.2 ± 0.4 0.006 0.019 0.0008 0.003 
CpG 2-19 + 48 4.1 ± 0.5 2.9 ± 0.5 0.086 0.172 0.099 0.165 
CpG 2-20 + 69 1.1 ± 0.4 3.2 ± 0.4 0.00019 0.001 0.0004 0.002 
CpG 2-21 + 77 58.5 ± 1.9 63.2 ± 1.9 0.125 0.193 0.081 0.162 
CpG 2-22 + 122 21.3 ± 2.1 32.9 ± 2.1 0.00016 0.001 0.0003 0.002 
a CpG1 y CpG2 muestran los sitios CpG localizados en los amplicones 1 y 2 respectivamente. 
Los números indican el número de cada sitio CpG. En general, se muestran los valores para 
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cada CpG individual, si bien en algunos casos las CpGs están tan cerca que el sistema no 
puede resolverlas individualmente.  
b Los sitios donde se localizan las CpG fueron determinadas de acuerdo con la posición ATG 
para el gen CD40 (NCBI Reference Sequence: NG_007279.1). 
c Los valores P se calcularon usando un test ANOVA. 
d Los valores Q se calcularon como estimaciones del FDR para comparaciones múltiples.  
e Los valores P ajustados se calcularon mediante un test ANCOVA, controlado por las 
covariables edad, altura, peso, y el factor fijo menopausia quirúrgica.  
f Los Q-valores ajustados se calcularon como estimaciones del FDR a partir de los valores P 
ajustados.  
 
Finalmente, la Figura 58 muestra el mapa de los valores de metilación 
para los sitios CpG que fueron significativamente diferentes entre mujeres de 
alta y baja masa ósea, tras la corrección por FDR. El 80% de mujeres con alta 
masa ósea se agruparon en la mitad izquierda de la imagen, coincidiendo con 
una menor metilación, mostrando que existe un perfil de metilación diferente 
entre ambos grupos de mujeres en el promotor del gen CD40. 
 
 
Figura 58. Mapa de calor de los datos de metilación y agrupamiento jerárquico de las 
6 CpGs significativas tras la corrección por FDR (filas) y 60 muestras (columnas). 
Las CpGs significativas están a la derecha de la imagen. Las muestras marcadas con 
una A representan aquellas con alta DMOe, mientras que las de baja DMOe se han 
nombrado con una B. La mujer A1 es la de mayor DMOe, mientras que B60 es la de 
menor DMOe. Los círculos (y su tonalidad) representan gráficamente el orden de las 
mujeres, el círculo más claro y de menor altura es el que corresponde a A1, mientras 
que aquel más alto y más oscuro es el de B60. Para el mapa de calor, los tonos azules 
indican baja metilación mientras que los tonos rojos representan alta metilación. 
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4.4. Papel del sistema CD40/CD40L en la producción de OPG 
4.4.1. Estudios en modelo animal 
 Estudio in vivo
Se había descrito previamente que estimular CD40 por medio de un 
anticuerpo activador o de la proteína CD40L recombinante inducía la síntesis 
de OPG tanto en médula ósea total como en células B de médula ósea y 
amígdala (Yun et al. 1998; Li et al. 2007a). 
Con el fin de comprobar este efecto de la activación de CD40 sobre el 
nivel de OPG, así como esclarecer el mecanismo de acción de este proceso, se 
decidió administrar intraperitonealmente un anticuerpo activador de CD40 y 
determinar el efecto sobre el nivel sérico de OPG tal y como se describe el 
experimento en dos fases descrito en el apartado 3.7.3.1. 
En el primer estudio se compararon varias dosis de anticuerpo anti-CD40 
usando como control negativo la administración de suero salino ya que es el 
vehículo en el que está resuspendido el anticuerpo. En el segundo 
experimento se añadió además, como control negativo, la administración de 
un control isotípico a dos dosis diferentes según lo descrito anteriormente. Los 
resultados obtenidos se muestran en la Figura 59. 
Como se puede observar en el primer experimento con ratonas (Figura 
59A), la administración de anti-CD40 activador, produce una disminución 
significativa de OPG en todos los casos y dosis dependiente. Así, la figura 
muestra una disminución significativa del nivel de OPG en las ratonas tratadas 
con anti-CD40 a dosis 0.5 µg/100µl (P=0.008), a dosis 5 µg/100µl (P=1.2 
x10
-5
) y a dosis 50 µg/100µl (P=1.9 x10
-6
), con respecto a las tratadas con 
salino. Además, existe una diferencia significativa entre las dosis 0.5 
µg/100µl y 50 µg/100µl (P=0.027). 
En el segundo experimento con ratonas, además de salino, se administró 
un control isotípico IgG2k (Figura 59B). Como se refleja en la figura, se 
produjo de nuevo una disminución del nivel de OPG en las ratonas tratadas 
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con anti-CD40 a todas las dosis, si bien en esta ocasión, esta disminución no 
resultó significativa en ningún caso. 
 
Figura 59. Nivel de OPG sérico en ratonas inyectados con administración IP del 
anticuerpo activador de CD40 o control A) Resultados del primer experimento 
ratonas(n=32 ratonas) B) Resultados de la segunda tanda de ratonas (n=19) C) 
Resultados de ambas tandas de ratonas (n=51) tomadas en conjunto. (Corrección p.h: 
Bonferroni asumiendo varianzas iguales, T3 de Dunnett asumiendo varianzas 
diferentes). 
*=P<0.01, **=P<0.0001, ***=P<10-5, frente a salino 
$; #=P<0.05 
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Dado que ambos experimentos se diseñaron y ejecutaron de igual forma, 
con el objetivo de aumentar el tamaño muestral y con ello el poder estadístico, 
se decidió analizar conjuntamente ambos experimentos (Figura 59C). Como 
se puede observar, se aprecia una disminución significativa del nivel de OPG 
en las ratonas tratadas con anti-CD40 a dosis 5 µg/100µl (P=0.002), 10 
µg/100µl (P= 4.6 x10
-6
) y 50 µg/100µl P=1.8 x10
-5
), con respecto a las 
tratadas con salino. Por otra parte, detectamos una diferencia significativa 
entre las dosis 0.5 µg/100µl y 10 µg/100µl de anti-CD40 (P=0.018), así como 
entre las dosis de 10 µg/100µl de anti-CD40 y la dosis 10 µg/100µl de control 
isotípico IgG2k (P=0.047). 
 Estudio in vitro
Con el objetivo de comprobar si el efecto de la administración de un 
anti-CD40 sobre los niveles séricos de OPG se mantiene in vitro, se aislaron 
distintos tipos celulares de las ratonas y se cultivaron durante 6 días para 
recoger el medio condicionado. En concreto se aislaron células de médula 
ósea total (MO), de bazo y linfocitos B CD19
+
 inmunopurificados a partir de 
MO total y se cultivaron según se describe en el apartado 3.7.3.1. Los 
resultados se muestran en la Figura 60.  
Como se puede observar, las células de la MO total siguen produciendo 
OPG in vitro y esta producción disminuye también de acuerdo a la dosis de 
anti-CD40 administrada a la ratona del cual provienen. Efectivamente, el test 
ANOVA (post-hoc de Bonferroni), confirmó que el efecto de la 
administración IP del anticuerpo era mantenido en estas células al ser 
cultivadas in vitro, obteniéndose un valor P significativo a todas las dosis.  
En los cultivos de bazo, así como los de linfocitos B CD19
+
 aislados a 
partir de MO total, no se detectó presencia de OPG en el sobrenadante (datos 
no mostrados). 
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Figura 60. Nivel de OPG en el sobrenadante de células de MO total en cultivo, 
obtenidas a partir de fémures de ratonas previamente tratadas con anti-CD40. (p.h: 
Bonferroni). 
**= P<0.01; ***=P <0.001 con respecto a salino. 
 
 
4.4.2. Estudios en modelos celulares 
 
 Estudio en pre-osteoblastos 
 
Dado que no se detectó OPG en sobrenadantes de cultivos de células de 
bazo ni de linfocitos B CD19
+
 obtenidos de MO total, se decidió evaluar la 
producción de OPG en una línea pre-osteoblástica de ratón (MC3T3-E1), 
tanto en la fase de proliferación como en la de diferenciación, en presencia y 
ausencia de medio osteoblastogénico (MOG; ver 3.3.1). Los resultados para 
los cultivos sin MOG de este experimento se muestran en la Figura 61. 
Como se puede observar, el experimento cuyos resultados se muestran 
en la Figura 61 demuestra que las células MC3T3-E1 producen OPG, si bien 
no se detectaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos. 
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Además, la tasa de producción de OPG tampoco parece depender del estado 
celular (proliferativo/diferenciado) ni de la adición de inductores de la 
diferenciación osteoblástica (resultados no mostrados). 
Figura 61. Producción de OPG (ng/ml) por las células MC3T3-E1 en proliferación 
(A) y confluencia (B) a tiempo final (6 días). (La proteína trimérica CD40L se 
dispuso a la concentración de 500ng/ml y el control isotípico IgG2k a 20µg/ml). 
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Para establecer el efecto de la estimulación de CD40 con mayor número 
de dosis de anticuerpo anti-CD40, pero también para determinar el efecto de 
la administración de CD40L recombinante y de la administración de un 
control isotípico, se realizó un experimento en células confluentes, tanto en 
presencia como en ausencia de MOG. Los detalles del ensayo y los resultados 
se muestran en la Figura 62. 
 
Figura 62.  Efecto de los tratamientos sobre la producción de OPG por células 
MC3T3-E1 en confluencia. En la mitad superior de la imagen se muestra el nivel de 
OPG en sobrenadante de cultivos medido por ELISA sin MOG (A) y con MOG (B) 
En la mitad inferior se muestra la expresión génica relativa de OPG en las mismas 
condiciones, sin MOG (C) y con MOG (D). (Los tratamientos están expresados en ng/ml 
cultivo). 
 
De nuevo, cuando se determinó la OPG mediante ELISA en el medio 
condicionado, no hubo diferencias entre tratamientos ni debido a la adición de 
MOG. Estos resultados, y los anteriores, sugieren una expresión constitutiva 
de OPG en esta línea células. Cuando se determinó el nivel de expresión 
génica de OPG, aunque se aprecian niveles más dispares (Figura 61, C y D), 
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no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos ni tendencias 
claras. Además, cabe destacar la enorme variabilidad de este ensayo, que 
impide extraer conclusiones del todo fiables. 
 Producción de OPG por células de médula ósea total, bazo y
linfocitos B CD19
+
 
Con el objetivo de comprobar si la producción de OPG en células de 
médula ósea se ve alterada por la administración de estímulos externos, y si 
puede inducirse la producción de OPG en bazo y linfocitos B CD19
+
 
inmunopurificados de médula ósea, se decidió realizar un experimento in vitro 
en estos tipos celulares. 
En un estudio piloto realizado previamente se analizó el efecto de la 
adición del anticuerpo anti-CD40 a células de MO total y Bazo, así como la 
administración de fitohemaglutinina (PHA) y de linfocitos de bazo activados, 
tal y como se describe en el apartado 3.7.3.2. Los resultados se muestran en la 
Figura 63. 
Como se puede observar, todas las condiciones reducen la producción de 
OPG respecto al nivel basal, y en el caso del anticuerpo anti-CD40 esta 
disminución se produce de manera dependiente de dosis. La adición de PHA, 
un activador y mitógeno de células T, disminuyó significativamente la 
producción de OPG en los cultivos de médula ósea. En el caso de los cultivos 
de linfocitos procedentes de bazo, no hubo producción de OPG (datos no 
mostrados), lo que refuerza los datos obtenidos anteriormente. 
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Figura 63. Nivel de OPG en cultivos de MO total tras la estimulación con anticuerpo 
anti-CD40, PHA y co-cultivo con linfocitos activados de bazo (LINF. ACTIV) (p.h: 
Bonferoni). 
 *=P<0.05; **: P <0.01; ***=P<0.001 frente a DMEM 
 #=P<0.05 
 
A la luz de los resultados del experimento piloto y con el objetivo de 
reforzar los resultados y comprobar el efecto sobre los cultivos de linfocitos B 
CD19
+ 
aislados, se realizó un nuevo experimento según lo descrito en el 
apartado 3.7.3.2. Se efectuaron determinaciones del nivel de OPG en el 
sobrenadante de los cultivos a los 3 y a los 6 días de cultivo. Los resultados a 
punto final se muestran en la Figura 64. 
A los tres días de cultivo ya se observó una disminución significativa en 
el nivel de OPG en el sobrenadante (P=0.045), para los pocillos estimulados 
con la dosis 10 µg/ml de anti-CD40 (resultados no mostrados). 
Cuando se analizaron los resultados a tiempo final, la disminución del 
nivel de OPG en el medio se hizo más evidente para la dosis 10 µg/ml de 
anticuerpo anti-CD40 (P=0.004), así como el efecto combinado de los 
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anticuerpos anti-CD40 y anti-CD3 (activador especifico de células T), ambos 
a dosis de 1µg/ml, que mostraron una tendencia clara a la disminución del 
nivel de OPG, rozando la significación estadística (P=0.051). 
Los cultivos de linfocitos B (CD19
+
) aislados de MO total no mostraron 
presencia de OPG en sobrenadante en ninguna de las condiciones ensayadas. 
Para comprobar que estos resultados negativos no fueran causados por la 
inviabilidad de las células, se tomaron alícuotas de estos cultivos y se 
marcaron con yoduro de propidio. Este colorante penetra en la célula y se une 
a los ácidos nucleicos en células necróticas y/o apoptóticas. El porcentaje de 
linfocitos dañados en nuestros experimentos fue de 1,04-4,52% dependiendo 
de la muestra. Se puede observar un histograma representativo en el extremo 
superior derecho de la Figura 64. 
Figura 64 Nivel de OPG en los cultivos de MO total y linfocitos B CD19
+
 tras la 
adición de diversos estímulos. El recuadro de la parte superior de la figura muestra 
una imagen de citometría que corrobora la viabilidad de los linfocitos B, mediante 
tinción con yoduro de propidio (p.h: Bonferroni). 
* = P<0.05
MO TOTAL LINF B CD19+
mAb anti-CD40 (µg/ml)
RPMI+CD40 
(1 µg/ml )
*
RPMIDMEM 0.1 1 10 CD3+CD40 
(1µg/ml)
CD3
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Con el objetivo de comprobar que las cantidades de células dispuestas en 
cada una de las condiciones experimentales hubieran sido las mismas, se 
determinó la cantidad de proteína presente en cada pocillo mediante el método 
Bradford. Un test ANOVA reveló que no existían diferencias significativas 
entre la cantidad de proteína presente en ninguna de las categorías, incluyendo 
los pocillos de Linfocitos B aislados, que presentaban la misma cantidad de 
proteína de cualquiera de los otros pocillos del experimento (resultados no 
mostrados). 
 
 
4.5. Caracterización de la fractura por fragilidad e identificación de 
nuevos biomarcadores indicadores del riesgo de fractura por fragilidad 
 
4.5.1. Perfil antropométrico, densitométrico y de metabolismo 
óseo de la fractura por fragilidad 
La caracterización de la fractura por fragilidad ha supuesto un objetivo 
fundamental en esta Tesis Doctoral. Con este objetivo en mente, se decidió 
estudiar el perfil antropométrico y las características densitométricas de 96 
pacientes de la Cohorte de Fractura (Tabla 43). Como se puede observar, las 
mujeres del grupo de Fractura presentan una edad media 10 años superior que 
el grupo Control, mientras que el IMC es similar. 
Con respecto al estado óseo, la diferencia de la DMO en cuanto a CF es 
muy evidente con 0.26 g/cm
2
 de diferencia a favor de las mujeres del grupo 
Control, aunque esta diferencia es de solo 0.13 g/cm
2
 para CL. De hecho, 
cuando se analiza el Valor Z en CL, llama la atención que ambos grupos 
presentan un valor de DMO normal, mientras que esto no ocurre en CF, donde 
las mujeres Control muestran valores normales (Valor Z-CF: 0.922) mientras 
que las mujeres del grupo de Fractura muestran un valor peor que el de la 
media para su edad (Valor Z CF: -0.636). 
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Tabla 43. Características antropométricas y óseas de los grupos Control (osteoartritis) 
y Fractura incluidos en el estudio. 
CONTROL (N=25) FRACTURA (N=71) P-valor 
Edad (años) 69.2  9.6 79.9  8.6 0.000 
Peso (kg) 70.6  15.3 65.5  11.0 0.129 
Altura (cm) 158.8  6.9 156.3  5.8 0.130 
IMC (kg/m
2
) 27.9  5.4 26.9  4.5 0.436 
DMO-CF (g/cm
2
) 0.956  0.127 0.693  0.123 0.000 
Valor T CF -0.200  1.077 -2.387  1.027 0.000 
Valor Z CF 0.922  1.161 -0.636  0.806 0.000 
DMO-CL (g/cm
2
) 1.114  0.191 0.985  0.199 0.035 
Valor T CL -0.713  1.586 -1.788  1.654 0.034 
Valor Z CL 0.680  1.617 0.312  1.660 0.463 
Dada la diferencia tan acusada entre grupos respecto a la edad, todos los 
análisis llevados a cabo se ajustaron por la covariable edad. Tal como puede 
observarse en la Tabla 44, el análisis ANCOVA reveló que el grupo Fractura 
muestra una mayor tasa de remodelado óseo como demuestran los valores más 
elevados de CTx (P=0.006) y de osteocalcina (P=0.011), marcadores de 
resorción y formación ósea, respectivamente. 
Destaca también el nivel más elevado de fosfato en el grupo Fractura 
(P=0.003), así como las diferencias detectadas en el perfil lipídico, que 
indican que las mujeres del grupo Fractura muestran menores niveles de 
colesterol (P=0.010), HDL (P=0.001) y una tendencia clara para los niveles 
de LDL (P=0.055). Además, la Tabla 44 muestra una tendencia en las mujeres 
del grupo Fractura a tener niveles más elevados de glucosa (P=0.057).  
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Tabla 44. Niveles séricos de parámetros relativos al estado basal de salud (glucosa y 
perfil lipídico) y de algunos marcadores bioquímicos de remodelado óseo ajustando 
por la covariable edad. Los valores se corresponden a las medias marginales 
estimadas ±EE tras el ajuste por covariables. 
 Control (n=25) Fractura (n=71) P-valor 
PTH (pg/ml) 65.0 ± 6.4 59.7 ± 336 0.470 
CTx (ng/ml) 0.517 ± 0.057 0.709 ± 0.032 0.006 
Calcio (mg/dl) 8.56 ± 0.12 8.59 ± 0.07 0.801 
Fosfato (mg/dl) 2.47 ± 0.12 2.87 ± 0.07 0.003 
FA (U/L) 156.0 ± 18.1 165.5 ± 10.7 0.652 
FAO (g/L) 8.50 ± 0.70 9.48 ± 0.41 0.226 
Osteocalcina (ng/ml) 14.2 ± 1.5 18.5 ± 0.9 0.011 
25(OH)D3 (ng/ml) 12.7 ± 1.8 12.8 ± 1.0 0.976 
Colesterol (mg/dl) 160.3 ± 6.5 140.7 ± 3.8 0.010 
Triglicéridos (mg/dl) 115.5 ± 7.7 114.9 ± 4.6 0.947 
HDL (mg/dl) 45.8 ± 1.8 38.9 ± 1.1 0.001 
LDL (mg/dl) 99.6 ± 4.7 89.0 ± 2.8 0.055 
Glucosa (mg/dl) 107.6 ± 4.8 118.3 ± 2.8 0.057 
 
Con el fin de evaluar y caracterizar el estado óseo en estas condiciones, 
se analizaron para un subgrupo de sujetos (grupo Control N=17 y grupo 
Fractura N=39) una batería de ensayos mediante ELISA para diversas 
proteínas relacionadas con el metabolismo óseo, según lo especificado en el 
apartado 3.2.3. 
En la Tabla 45 se muestran los valores séricos o plasmáticos de estas 
proteínas, ajustando por la covariable edad. Se puede observar que el grupo de 
Fractura muestra unos niveles de OPG un 36% más altos que los del grupo 
Control (P=0.032). Asimismo, como se puede observar, los niveles de 
Osteocalcina y de CTx (determinado como ICTP) son más elevados en el 
grupo Fractura (ambos P<0.05), lo que confirma mediante otras técnicas 
(ELISA) los datos referentes a estos metabolitos mostrados en la Tabla 44. 
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Los niveles de Esclerostina, COMP, Leptina y FGF23 no presentaron 
diferencias significativas tras la corrección por la covariable edad. 
Tabla 45. Niveles séricos o plasmáticos de determinadas proteínas relacionadas con 
el metabolismo óseo. Los valores son las medias marginales estimadas ±EE tras el 
ajuste por la covariable edad. 
Control (n=17) Fractura (n=39) P-valor 
OPG (pmol/L) 11.2  1.5 15.2  1.0 0.032 
Esclerostina (pmol/L) 81.0  12.5 71.9  8.3 0.549 
Osteocalcina (ng/ml) 7.4  1.2 11.0  0.8 0.014 
COMP (ng/ml) 1.9  0.3 1.8  0.2 0.821 
Leptina (ng/ml) 29.9  4.5 22.8  2.8 0.182 
FGF23 (pg/ml) 40.7  5.9 41.2  3.9 0.950 
ICTP (µg/L) 5.7  1.2 9.6  0.8 0.011 
OPG: osteoprotegerina; COMP: proteína oligomérica de la matriz del cartílago; FGF23: 
factor de crecimiento fibroblástico 23; ICTP: telopéptido carboxiterminal del colágeno tipo I. 
Con el objetivo de identificar el riesgo relativo con que contribuían todas 
estas variables a la fractura ósea se llevó a cabo un estudio de regresión 
logística multivariante usando como covariables todas las que figuran en la 
Tabla 44, además de la edad y la interacción edad-DMO de CF. Los 
resultados de este análisis se muestran en la Tabla 46. 
En este análisis, las variables que entraron en la ecuación se muestran 
juntas con el Odds ratio y el intervalo de confianza (95%) correspondiente a 
su modelo. Cuando se usaron edad, DMO CF y los 13 parámetros de la Tabla 
44 como variables predictoras, las variables que entraron en la ecuación final 
fueron: Fosfato, Glucosa y DMO CF, siendo esta ultima la de mayor poder 
predictivo y un factor protector frente a la fractura (OR: 9.7E
-18
, P=0.006). 
Sin embargo, cuando se analizaron estos parámetros bioquímicos junto 
con la edad, sin tener en cuenta la DMO, las variables predictoras fueron edad 
y fosfato, ambas de riesgo, y HDL como variable protectora. 
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Tabla 46. Riesgo de fractura obtenido del análisis de regresión logística. Además de 
las variables de la Tabla 44, se han usado como variables predictoras (covariables) la 
edad y la DMO de CF o solamente la edad. 
Covariables 
incluidas 
Variable 
predictora 
Coef. RL Odds ratio IC 95% P-valor 
Edad+ 
DMO CF 
DMO CF -39.27 9.7E
-18
 9.1E
-30
 – 1E
-5
 0.006 
Fosfato 3.57 35.6 1.81 – 699.33 0.019 
Glucosa 0.13 1.14 1.03 – 1.26 0.012 
Edad Edad 0.15 1.17 1.08 – 1.27 0.00006 
Fosfato 1.56 4.74 1.49 – 15.07 0.008 
HDL -0.084 0.919 0.86 – 0.98 0.014 
 
En este punto es necesario comentar que, teniendo en cuenta que los 
niveles de fosfato pueden verse alterados por la aparición de una insuficiencia 
renal incluso en su nivel más leve, se corrigió el modelo para el fosfato, 
además de por las variables descritas, por la tasa de filtrado glomerular 
estimada (eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate) (Campos-Obando et 
al. 2017) y el modelo permaneció inalterable (datos no mostrados). 
 
4.5.2. Identificación de nuevos biomarcadores predictores del 
riesgo de fractura: Estudio de miRNAs en la fractura ósea 
Dada la importancia de la epigenética en general, y de los miRNAs en 
particular, en la regulación de la expresión génica y como determinantes en 
patologías complejas, se decidió evaluar el potencial de los miRNAs 
circulantes como biomarcadores de fractura ósea por fragilidad. La 
elaboración del perfil de miRNAs séricos expresados en la fractura ósea se 
realizó en dos fases como ya se ha comentado en el apartado 3.8. En la 
primera fase se elaboró un perfil de expresión de miRNAs en un pequeño 
grupo de muestras, uniendo las muestras en dos pools; Fractura ósea y 
Controles. En la segunda fase, se validaron los resultados obtenidos en un 
número mayor de muestras, analizándolas individualmente. 
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La primera fase de elaboración del perfil se realizó en 5 controles (grupo 
Control) y 8 pacientes con fractura ósea (grupo Fractura). Los parámetros 
antropométricos básicos se muestran en la Tabla 47. 
Tabla 47. Características antropométricas y óseas de las pacientes utilizadas en la 
elaboración del perfil de miRNA en la fractura ósea.  
CONTROL (N=5) FRACTURA (N=8) P-valor 
Edad (años) 63.4±8.1 79.6±3.1 0.0003 
Peso (kg) 71.2±11.7 62.6±11.0 0.209 
Altura (cm) 164.2±4.4 155.5±5.1 0.009 
IMC (kg/m
2
) 26.4±4.4 26.0±4.9 0.866 
DMOe- CF (g/cm
2
) 0.961±0.133 0.594±0.094 0.0001 
CF Valor T -0.140±1.101 -3.225±0.789 0.0001 
CF Valor Z 0.680±1.152 -1.275±0.573 0.002 
DMOe- CL (g/cm
2
) 1.165±0.199 0.833±0.181 0.020 
CL Valor T -0.300±1.625 -3.057±1.527 0.020 
CL Valor Z 0.750±1.484 -0.686±1.370 0.139 
Como era de esperar, dada la naturaleza de ambas intervenciones, 
existieron diferencias significativas entre grupos con respecto a la edad, altura 
y parámetros densitométricos. 
Para la elaboración del perfil de miRNA se llevó a cabo el protocolo 
descrito en el apartado 3.8.1.1. En esta primera fase, las muestras se agruparon 
en dos pools de ARN (5 muestras controles y 8 muestras Fractura/pool) y 
además se realizaron tres síntesis de ADNc independientes para cada uno de 
los pools. En esta fase, para determinar la eficiencia de las extracciones de 
ARN y/o la presencia de inhibidores en la síntesis de ADNc o en la PCR se 
decidió cuantificar los niveles de dos ARNs controles (spike-ins) por PCR a 
tiempo real en cada paso del ensayo. Uno de los spike-ins se añadió antes de 
la extracción de ARN (UniSP2) y el otro durante la síntesis de ADNc 
(UniSP6). Los resultados mostraron que ambos spike-ins tenían niveles 
normales (Ct ≤ 21 ciclos) en los 6 ADNc obtenidos (Figura 65A). Así pues, 
todas las síntesis de ADNc se sometieron a este control de calidad. 
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Figura 65. Resultados de los controles técnicos y de calidad de las muestras en la fase 
de elaboración del perfil de miRNAs. A) El valor de Ct para los miRNAs controles 
(spike-ins) UniSP6 y UniSP2 en cada una de las muestras de ADNc obtenidas a partir 
de los pools de ARN control (C1-C3) y ARN fractura (F1-F3). Virtualmente todas las 
réplicas técnicas se sitúan bajo el umbral deseable de Ct ≤ 21 (línea horizontal). B) 
Determinación del valor de Ct para cada spike-in en las seis reacciones de síntesis de 
ADNc. El Ct representa claramente la concentración de cada spike-in añadido de 
acuerdo con el protocolo del fabricante (UniSP2>UniSP4>UniSP5 y UniSP6>cel-
miR-39). C) Diferencia entre Ct para miR-23a-3p y miR-451a en cada reacción de 
síntesis de ADNc. La diferencia no alcanza el nivel de 7 (señalada como una línea 
discontinua horizontal), lo que sería indicativo de hemólisis, para ninguna de las 
síntesis de ADNc. 
Por otra parte, ambos spike-ins añadidos durante la extracción de ARN, 
así como los añadidos durante la síntesis de ADNc estuvieron siempre en 
proporciones conocidas y constantes. Esto indicaba la ausencia de inhibidores 
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de la PCR ya que, de haberlos habido, los niveles de los spike-ins habrían ido 
decreciendo proporcionalmente (UniSP2 >UniSP4 >UniSP5 y UniSP6 >cel-
miR-39), y como se muestra en la Figura 65B, los niveles fueron los 
esperados. El análisis estadístico confirmó la ausencia de outliers en los 
valores de Ct para los diferentes spike-ins en todos los paneles. En 
consecuencia, la presencia de inhibidores fue excluida y todos los paneles se 
incluyeron en el análisis 
Un punto crítico en la determinación de los niveles séricos de miRNAs 
es la hemólisis, ya que los hematíes contienen niveles considerables de 
algunos miRNAs (Kirschner et al. 2011). Por ello, además del análisis de la 
oxihemoglobina realizado para cada suero mediante la cuantificación 
espectrofotométrica a 414nm, se determinó la presencia de hemólisis 
mediante el análisis de dos miRNAs, miR-23a, que no se encuentra afectado 
por hemólisis y miR-451a, específico de hematíes. La ratio entre los valores 
de Ct de ambos miRNAs determina el nivel de hemólisis (Punga et al. 2014), 
considerándose una muestra hemolizada si presenta un valor para esta ratio 
superior a 7 (hemólisis = (Ct mir-23a – Ct miR-451a) >7). Tal como se 
observa en la Figura 65C ninguna de nuestras muestras superaba este nivel.  
Como los controles de calidad fueron óptimos, se procedió a analizar los 
resultados de la primera fase de elaboración del perfil. Un primer análisis 
determinó los genes expresados en cada uno de los pools de ARN por PCRs 
cuantitativas llevadas a cabo en triplicado. Se consideró como no expresados 
aquellos miRNAs con valores de Ct>37 en dos o más repeticiones. 
De esta forma, de los 179 miRNAs ensayados presentes en el panel, no 
hubo expresión para 9 de ellos (miR-95, miR-182-5p, miR-204-5p, miR-190a, 
miR-200c-3p, miR-20a-3p, miR-208a, miR-200a-3p, y miR-92-3p). 
Los valores de expresión para cada miRNA se normalizaron frente al 
valor medio de expresión para cada ADNc, excluyéndose del estudio aquellos 
miRNAs con valores medios de expresión de Ct>34, dado que este nivel de 
expresión indicaba una gran variabilidad. 
El análisis detectó 42 miRNAs diferencialmente expresados entre los dos 
grupos (Valor P nominal) aunque este número se redujo a 12 miRNAs 
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significativos tras la corrección por el test FDR (Tabla 48). Los valores que se 
muestran son aquellos con un valor P <0.05 obtenido con un test t de Student 
realizado con los datos normalizados por transformación log2. Los Q-valores 
se calcularon como estimaciones del test FDR para comparaciones múltiples 
(Q-valores < 0.05). 
Tabla 48. Niveles de expresión de los miRNAs significativos entre ambos grupos en 
la fase de elaboración del perfil. En negrita se muestran los datos significativos. 12 de 
los 42 miRNAs resultaron significativos incluso tras la corrección por el test FDR.  
Los datos son medias ±DE entre las tres réplicas realizadas de cada grupo de 
muestras. El signo del Fold change indica la expresión teniendo en cuenta que ésta se 
determina respecto al grupo control. 
miRNA CONTROL FRACTURA Fold change P-valor Q-valor 
miR-143-3p  1.37 ± 0.08 0.28 ± 0.02 4.92 <0.001 0.001 
miR-122-5p  1.00 ± 0.12 5.50 ± 0.69 -5.48 <0.001 0.006 
miR-497-5p  0.41 ± 0.02 0.20 ± 0.01 2.07 <0.001 0.006 
miR-155-5p  0.006 ± 0.001 0.020 ± 0.001 -3.67 <0.001 0.006 
miR-125b-5p  1.46 ± 0.09 0.32 ± 0.07 4.62 <0.001 0.011 
miR-423-5p  1.52 ± 0.02 2.43 ± 0.18 -1.60 <0.001 0.011 
miR-365a-3p  1.28 ± 0.10 0.22 ± 0.06 5.90 <0.001 0.011 
miR-101-3p  1.69 ± 0.15 2.87 ± 0.03 -1.70 <0.001 0.011 
miR-409-3p  0.04 ± 0.01 0.015 ± 0.001 2.97 <0.001 0.011 
miR-210  0.18 ± 0.03 0.43 ± 0.05 -2.37 0.002 0.026 
miR-21-5p  15.4 ± 0.30 24.2 ± 2.7 -1.57 0.002 0.033 
miR-144-5p  0.14 ± 0.03 0.50 ± 0.11 -3.45 0.002 0.033 
miR-26b-5p  0.37 ± 0.06 0.13 ± 0.03 2.80 0.004 >0.05 
miR-151a-3p  0.13 ± 0.01 0.18 ± 0.01 -1.37 0.004 >0.05 
miR-551b-3p  0.07 ± 0.03 0.02 ± 0.01 4.12 0.006 >0.05 
miR-18a-5p  0.44 ± 0.06 0.27 ± 0.03 1.67 0.007 >0.05 
miR-195-5p  0.18 ± 0.05 0.02 ± 0.02 7.25 0.008 >0.05 
miR-34a-5p  0.18 ± 0.02 0.03 ± 0.02 5.31 0.009 >0.05 
miR-23b-3p  2.72 ± 0.26 2.06 ± 0.11 1.32 0.019 >0.05 
miR-145-5p  0.83 ± 0.19 0.19 ± 0.09 4.44 0.013 >0.05 
miR-338-3p  0.30 ± 0.02 0.49 ± 0.09 -1.64 0.014 >0.05 
miR-29c-3p  2.41 ± 0.13 1.89 ± 0.17 1.27 0.015 >0.05 
miR-133b  0.27 ± 0.10 0.04 ± 0.02 7.77 0.015 >0.05 
miR-335-5p  0.19 ± 0.06 0.07 ± 0.02 2.87 0.015 >0.05 
miR-133a  0.38 ± 0.11 0.06 ± 0.04 5.99 0.016 >0.05 
miR-486-5p  9.32 ± 1.13 14.01 ± 1.80 -1.50 0.018 >0.05 
miR-27b-3p  1.67 ± 0.25 1.10 ± 0.11 1.51 0.019 >0.05 
miR-320b  1.00 ± 0.25 1.87 ± 0.18 -1.86 0.019 >0.05 
miR-505-3p  0.07 ± 0.02 0.14 ± 0.02 -1.95 0.021 >0.05 
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miR-199a-3p 1.40 ± 0.26 0.72 ± 0.18 1.94 0.022 >0.05 
let-7i-3p 0.029 ± 0.010 0.010 ± 0.001 2.79 0.025 >0.05 
miR-193b-3p 0.38 ± 0.04 0.08 ± 0.05 4.96 0.025 >0.05 
miR-132-3p 0.09 ± 0.03 0.22 ± 0.08 -2.51 0.030 >0.05 
miR-296-5p 0.009 ± 0.001 0.017 ± 0.001 -1.85 0.030 >0.05 
miR-22-3p 3.59 ± 0.44 4.93 ± 0.62 -1.37 0.032 >0.05 
miR-10a-5p 0.009 ± 0.001 0.015 ± 0.001 -1.71 0.032 >0.05 
miR-30e-3p 0.035 ± 0.001 0.018 ± 0.010 1.91 0.035 >0.05 
miR-127-3p 0.014 ± 0.001 0.021 ± 0.001 -1.48 0.036 >0.05 
miR-93-3p 0.06 ± 0.02 0.10 ± 0.01 -1.71 0.042 >0.05 
miR-199a-5p 0.47 ± 0.04 0.24 ± 0.09 2.00 0.042 >0.05 
let-7e-5p 0.11 ± 0.04 0.24 ± 0.07 -2.15 0.047 >0.05 
miR-1 0.07 ± 0.03 0.03 ± 0.01 2.46 0.047 >0.05 
La Figura 66 muestra el agrupamiento jerárquico de los datos de 
expresión normalizados de los 12 miRNAs que pasaron el test FDR. Los dos 
grupos de muestras se separan claramente. Así, en el grupo Fractura se 
encontraban sobreexpresados los miRNAs miR-144-5p, miR-21-5p, miR-101-
3p, miR-210, miR-122-5p, miR-423-5p, y miR-155-5p; mientras que en el 
grupo Control los miRNAs que mostraron sobreexpresados fueron miR-143-
3p, miR-497-5p, miR-125b-5p, miR-365a-3p,y miR-409-3p (Tabla 48; Figura 
66). 
Una vez establecido el perfil de miRNAs diferencialmente expresados 
entre ambos grupos, se procedió a validar individualmente los resultados en 
un conjunto de muestras mayor. Para ello se analizaron la expresión de 5 
miRNAs que pasaron el test FDR (Tabla 48) y que, tras consultar en la 
bibliografía, se podían relacionar con el metabolismo óseo (miR-143-3p, miR-
122-5p, miR-125b-5p, miR-210, y miR-21-5p), además de miR34a-5p, que se 
había postulado como un nuevo supresor de la resorción ósea (Krzeszinskia et 
al. 2014). Durante el análisis se excluyeron tres muestras por no cumplir el 
criterio de calidad (Ct < 21) para el spike-in UniSP2.  
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Figura 66. Agrupamiento jerárquico de los valores normalizados de expresión de los 
12 miRNAs que pasaron en test FDR. Para generar el dendograma que muestra la 
jerarquía entre grupos y genes, se utilizó el software EXIQON, aplicando la distancia 
euclídea y el método de asociación promedio. En tonos verdes se representa una 
mayor expresión y en tonos azules una expresión menor. 
 
Las características antropométricas, bioquímicas y óseas de las mujeres 
analizadas en esta fase (N=27) se muestran en la Tabla 49. El grupo de 
Fractura presentaba una edad más avanzada, mostró peores parámetros óseos, 
especialmente en cadera, y además mostró niveles significativamente mayores 
de osteocalcina y CTx. 
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Tabla 49. Características antropométricas, bioquímicas y óseas de las mujeres 
seleccionadas para la validación de los datos del perfil de expresión entre el grupo de 
mujeres con fractura de CF (FRACTURA) y osteoartritis (CONTROL). 
CONTROL (N=12) FRACTURA (N=15) P-valor 
Edad (años) 65.4 ± 10.5 81.0 ± 5.4 0.00004 
Peso (kg) 70.2 ± 17.3 61.9 ± 13.6 0.218 
Altura(cm) 160.9 ± 5.9 157.3 ± 5.6 0.165 
IMC (kg/m
2
) 27.0 ± 6.0 24.9 ± 4.8 0.366 
PTH (pg/ml) 59.8 ± 25.2 57.3 ± 28.1 0.818 
25(OH)D3 (ng/ml) 13.4 ± 9.3 9.9 ± 6.1 0.256 
CTx (ng/ml) 0.39 ± 0.11 0.78 ± 0.22 0.00002 
OC (ng/ml) 12.3 ± 4.6 21.1 ± 6.2 0.001 
FA total (U/L) 176.8 ± 84.5 219.1 ± 110.0 0.283 
FA ósea (µg/L) 7.8 ± 4.1 9.7 ± 3.6 0.236 
Calcio (mg/dl) 8.5 ± 0.8 8.6 ± 0.4 0.692 
Fosfato (mg/dl) 2.6 ± 0.7 2.8 ± 0.4 0.348 
DMOe-CF (g/cm
2
) 0.968 ± 0.115 0.602 ± 0.095 <0.000 
CF Valor T -0.100 ± 0.957 -3.146 ± 0.813 <0.000 
CF Valor Z 0.667 ± 0.893 -1.192 ± 0.507 <0.000 
DMOe-CL (g/cm
2
) 1.168 ± 0.163 0.900 ± 0.172 0.007 
CL Valor T -0.257 ± 1.351 -2.489 ± 1.458 0.007 
CL Valor Z 0.657 ± 1.205 -0.133 ± 1.208 0.215 
IMC, índice masa corporal; PTH, Hormona paratiroidea; CTx, telopéptido carboxi-terminal 
del colágeno tipo I; FA, fosfatasa alcalina; 25(OH)-D3, 25-hidroxicolecalciferol; OC, 
osteocalcina; DMO, densidad mineral ósea. 
Para establecer el valor diagnóstico de los seis miRNAs séricos en la 
etapa de validación, se llevó a cabo un análisis ROC. Los resultados revelaron 
que 3 de ellos (miR-122-5p, miR-125b-5p y miR-21-5p) tenían valores de 
área bajo la curva (AUC) mayores de 0.7 (P<0.05), especialmente miR-122-
5p y miR-21-5p (ambos P<0.0013) (Figura 67), lo que indica que la 
determinación de sus valores en suero podría usarse como biomarcadores para 
distinguir entre pacientes de fractura de los controles osteoartríticos. 
Resultados 
 
232 
 
 
Figura 67. Área bajo la curva (AUC) de las curvas ROC para miR-143-3p, miR-122-
5p, miR-125b-5p, miR-210, miR-21-5p y miR-34a-5p. Se muestran los valores de 
AUC, los intervalos de confianza del 95% y los valores P correspondientes.  
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En la Figura 68 se muestra la media relativa de los valores de expresión 
(normalizada respecto a la media de miR-93-5p, según lo descrito en el 
apartado 3.8.2). De los 6 miRNAs escogidos para la validación, sólo 3 de ellos 
(miR-122-5p, miR-125b-5p, y miR-21-5p) mostraron diferencias 
significativas entre grupos. 
Resaltar que los miRNAs con mayor valor diagnóstico, muestran valores 
de P más significativos, y están expresados en mayor medida en el suero de 
los pacientes de fractura ósea.  
Figura 68. Diagrama de cajas que muestra el rango intercuartílico y la media de los 
niveles de expresión de miR-143-3p, miR-122-5p, miR-125b-5p, miR-210, miR-21-
5p, y miR-34a-5p en la etapa de validación. Los valores representan los niveles 
relativos normalizados contra los niveles del miRNA control miR-93-5p. 
En la etapa de validación se incluyeron en torno a un 42% de sueros 
hemolizados (7 de 15 pacientes de fractura y 5 de 12 controles) para 
determinar el efecto de la hemólisis sobre la expresión de los tres miRNAs 
diferencialmente expresados (miR-122-5p, miR-125b-5p y miR-21-5p). No 
hubo diferencias significativas entre grupos para los niveles de cada miRNA 
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si se tenía en cuenta la variable de muestra hemolizada (sí/no) como variable 
dependiente en un test ANOVA (no mostrado), indicando que los niveles de 
los tres miRNAs no se encontraban afectados por la hemólisis. 
De manera interesante se detectó una correlación muy buena entre los 
niveles de miR-21-5p y los de CTx (r = 0.76; P<0.00001) (Figura 69). 
Teniendo en cuenta que los niveles de miR-21-5p correlacionaron 
positiva y significativamente con los niveles de miR-143-3p, miR-122-5p, 
miR-125b y miR-210-5p; éstos muestran a su vez correlación positiva con el 
nivel de CTx, aunque sólo fueron significativos miR-122-5p (r=0.59, 
P=0.002), miR-125b-5p (r=0.56, P=0.003), y miR-210 (r=0.50, P=0.009) (no 
mostrado). 
Respecto a otras correlaciones, miR-125b-5p (r=0.43, P=0.03) y miR-21-
5p (r=0.51, P=0.008) correlacionaron positivamente con los niveles de 
osteocalcina; miR-125b-5p correlacionó con los niveles de fosfato (r=0.40, 
P=0.013), y tanto miR-122-5p como miR-21-5p mostraron una tendencia 
(P<0.08) en la correlación con los niveles de fosfatasa alcalina total, y 
también de su isoenzima ósea, aunque sólo la correlación entre miR-122-5p 
con la fosfatasa alcalina total resultó significativa (P=0.037). Los niveles de 
miR-210 correlacionaron positivamente además con los niveles de fosfatasa 
alcalina ósea (r=0.52, P=0.007) (no mostrado). 
Finalmente, dado que la edad era un factor significativamente diferente 
entre grupos, se realizó un test ANCOVA ajustando por edad (no mostrado). 
Solamente la diferencia para miR-21-5p fue significativa (media marginal 
estimada±DE para pacientes con fractura: 5.20±0.64 vs. 1.69±0.75 para 
controles; P=0.005), Si bien es cierto que se observó una tendencia para miR-
125b-5p (media ajustada ± DE para pacientes con fractura: 0.11±0.02 vs. 
0.05±0.02 para controles; P=0.096). 
 
Identificación de genes y polimorfismos asociados a fenotipos óseos 
235 
Figura 69. Recta de regresión que muestra la correlación entre los niveles de 
expresión de miR-21-5p y los niveles de CTx en todas las muestras de la fase de 
validación. Los valores de expresión para miR-21-5p son niveles normalizados 
relativos a los niveles de expresión del miRNA control miR-93-5p. 
5. DISCUSIÓN
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5.1. Identificación de nuevos genes candidatos para el estudio de su 
asociación a DMO 
En los últimos años se han usado diferentes aproximaciones 
experimentales para buscar genes asociados a la susceptibilidad a padecer 
osteoporosis, entre las que encontramos estudios de ligamiento, de asociación, 
estudios en modelos animales, aproximaciones a gran escala, etc. (Ralston and 
Uitterlinden 2010). 
De entre estas aproximaciones, los estudios de asociación son los más 
indicados para buscar variantes asociadas a fenotipos complejos ya que 
pueden detectar variantes con efecto débil en la varianza fenotípica total. Así, 
inicialmente se trabajó de manera intensa bajo hipótesis previas, es decir, 
proponiendo genes candidatos para su estudio en base a nuestro conocimiento 
sobre la fisiopatología de la pérdida ósea. Este tipo de aproximación, como se 
verá más adelante, ha revelado gran cantidad de polimorfismos asociados a 
fenotipos óseos. Estas asociaciones se han observado principalmente con 
DMO y fractura ósea, en genes relacionados con metabolismo óseo y con la 
ruta endocrina del estrógeno, así como con genes que codifican para 
hormonas calciotropas, citoquinas y sus receptores, especialmente los genes 
que codifican para RANKL, RANK y OPG, entre otros (Li et al. 2010; 
Ralston and Uitterlinden 2010; Mitchell and Yerges-Armstrong 2011). 
A pesar de la importancia de estos estudios, muchas de estas 
asociaciones no han sido replicadas en cohortes independientes (Uitterlinden 
et al. 2006; Duncan and Brown 2010; Li et al. 2010; Ralston and Uitterlinden 
2010), lo que resta credibilidad a estos estudios. 
Más recientemente, gracias a las ventajas que aportan los métodos de 
genotipado a gran escala, y la introducción de estudios de asociación de 
genoma completo (GWAS) y meta-análisis en grandes cohortes, se ha 
aumentado el número de genes asociados a los fenotipos de interés, 
detectando a menudo rutas y genes inesperados. En este sentido esta 
tecnología ha supuesto una revolución que ha incrementado el número de 
rutas y genes probablemente involucrados en la fisiopatología de estos 
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fenotipos (Estrada et al. 2012; Hsu and Kiel 2012; Liu et al. 2014; 
Rivadeneira and Mäkitie 2016). 
Sin embargo, estas aproximaciones no están exentas de limitaciones. 
Algunas de ellas son la falta de grupos caso y control bien definidos, un 
tamaño muestral insuficiente, ausencia de ajuste mediante variables 
confusoras, ausencia de correcciones debido para comparaciones múltiples, o 
no considerar la existencia de subestructuras o lo que es lo mismo, la 
estratificación poblacional (Pearson and Manolio 2008; John Hardy and 
Singleton. 2009). 
Una vez establecida la asociación de las variantes a los fenotipos óseos, 
se debería contrastar la participación de los polimorfismos descritos en los 
diferentes estudios de asociación con la fisiopatología de la osteoporosis, para 
lo cual, se puede analizar la posible funcionalidad de estas variantes genéticas 
usando aproximaciones in vitro, y/o realizar estudios de replicación en 
cohortes independientes de la cohorte de descubrimiento, para aumentar la 
potencia estadística. 
A pesar de todos estos esfuerzos, a día de hoy, somos capaces de 
explicar una parte muy pequeña de la heredabilidad asociada a estos fenotipos 
(Estrada et al. 2012). Entre otras causas, esto se relaciona con la gran 
imposición del tratamiento estadístico para comparaciones múltiples y la 
posible inflación de la heredabilidad en estos fenotipos (Chen et al. 2015). 
Como resultado, en los últimos años se ha realizado un intento de caracterizar 
la heredabilidad perdida a través de otras aproximaciones, como el análisis 
genético de variantes raras o estructurales, eventos epigenéticos o epistasias 
(Manolio et al. 2009; Robinson et al. 2014). 
 
5.1.1.  Replicación de asociaciones halladas en otras cohortes y 
ampliación de estudios propios 
Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral fue el de intentar 
replicar, en nuestra cohorte de mujeres, la asociación de tres polimorfismos 
funcionales que habían sido asociados a fenotipos óseos previamente. En 
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concreto se analizaron tres SNPs pertenecientes a los genes LRP5, 
TNFRSF11B y FGFBP1. Estos tres genes juegan papeles fundamentales 
dentro de la regulación de la homeostasis ósea, por una parte, LRP5 codifica 
para la proteína LRP5, un componente clave en la transducción de señal de la 
vía Wnt, el gen TNFRSF11B codifica para la Osteoprotegerina, que como ya 
se ha visto es un regulador clave de la vía de regulación de la homeostasis 
ósea RANK/RANKL y FGFBP1, por su parte, codifica para la proteína del 
mismo nombre, encargada de la proliferación, diferenciación y migración de 
los fibroblastos. 
Estos tres polimorfismos se catalogaron como funcionales ya que 
afectaban a la expresión génica en estudios in vitro (Hoppman et al. 2010; 
Agueda et al. 2011; Vidal et al. 2011). 
Las frecuencias alélicas y genotípicas se describen en la Tabla 18. Para el 
polimorfismo rs312009 en el gen LRP5, éstas son virtualmente idénticas a las 
descritas en otra cohorte española mediterránea (Agueda et al. 2008), mientras 
que las frecuencias para los SNPs rs4876869 y rs12503796, en los genes 
TNFRSF11B y FGFBP1 respectivamente, son similares a aquellas publicadas 
en la base de datos dbSNP para una población de ascendencia europea (NCBI; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  
El hecho de que las frecuencias genotípicas observadas se encuentren en 
equilibrio de Hardy–Weinberg es indicativo, por una parte, de que nuestra 
cohorte está conformada por una población única sin subestructuras tal como 
se había descrito previamente (Pineda et al. 2010) y por otra parte, de que no 
hay errores o sesgos en el genotipado. 
Nuestros resultados corroboran la asociación del SNP rs312009 (C>T) 
del gen LRP5 con fenotipos óseos en columna lumbar que se había encontrado 
en otra cohorte española (Agueda et al. 2008). En nuestro caso, la asociación 
fue con un modelo de herencia dominante para el alelo T, por lo que mujeres 
TT/TC mostraron mejores parámetros óseos (Tabla 18  
). 
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El grupo de Águeda y col. (Agueda et al. 2008), describió que mujeres 
postmenopáusicas con genotipo TT para este gen mostraban mayor DMO en 
columna lumbar que aquellas con genotipo TC/CC. Sin embargo, estos 
autores asignaron a este SNP un modelo de herencia recesivo, por lo que estas 
mujeres de genotipo TT (media 0.925 g/cm
2
) mostraron mayor DMO de CL 
que aquellas de genotipo TC y CC, aunque dentro de este grupo, las mujeres 
TC (media 0.857 g/cm
2
) mostraron mejores parámetros óseos comparado con 
las mujeres de genotipo CC (media 0.848 g/cm
2
).  
En cualquier caso, tanto en el presente estudio como en el de Águeda y 
col., el SNP rs312009 resultó asociado a CL pero no con CF. En el presente 
estudio, las mujeres con genotipo CC presentaron menor DMO-CL (Tabla 20) 
y, por tanto, mayor riesgo de osteoporosis en CL. 
El SNP rs312009 (C>T) del gen LRP5 está localizado en la región 5’ del 
gen LRP5, el sitio de unión del factor de transcripción RUNX2. En este caso 
se demostró que el alelo T muestra una mayor tasa de transcripción que el 
alelo C mediante ensayos de gen reportero, probablemente debido a que el 
alelo T genera una secuencia más similar a la secuencia consenso para 
RUNX2 (Agueda et al. 2008).  
El estudio de Águeda y col. asignó a este polimorfismo un modelo de 
herencia recesivo, sin embargo, en nuestro estudio se detectó un modelo de 
herencia dominante para el alelo T de este SNP, lo que puede ser más 
consistente con la funcionalidad descrita previamente para esta variante 
génica. Si estos resultados in vitro fueran perfectamente trasladables a lo que 
ocurre in vivo, el incremento de la transcripción del gen LRP5 en mujeres con 
uno o dos alelos T podría resultar en una DMO aumentada y esto podría 
parecer un modelo de herencia dominante. En cualquier caso, esto requiere 
más experimentos en los que se analice la tasa de transcripción o el nivel de 
expresión in vivo del gen LRP5 para cada genotipo, con el objetivo de 
establecer qué modelo está más cercano a la realidad. 
Aunque el SNP rs312009 no había sido asociado previamente en GWAS 
o meta-análisis, el locus de LRP5 lo ha sido en numerosas ocasiones (Kiel et 
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al. 2007; Richards et al. 2009; Rivadeneira et al. 2009; Estrada et al. 2012). 
Esto refuerza la importancia del gen LRP5 en el metabolismo óseo, como se 
ha mostrado claramente por los fenotipos óseos extremos causados por 
mutaciones de ganancia o pérdida de función de este gen (Gong et al. 1996; 
Johnson et al. 1997b). 
El polimorfismo rs4876869 (A>G) localizado en el intrón 2 del gen 
TNFRSF11B , se asoció a DMO (P=0.01) como parte de un haplotipo junto 
con otros dos SNPs del exón 1 del gen (Vidal et al. 2011). En nuestro trabajo, 
al analizar este polimorfismo de manera individual, detectamos únicamente 
una pequeña tendencia no significativa a la asociación con DMO, 
fundamentalmente en CF. En el trabajo de Vidal y col. se había descrito que 
este polimorfismo afecta a la expresión génica de TNFRSF11B, de manera 
que el alelo G aumenta la frecuencia de omisión del exón 3 in vitro, lo que 
conlleva a la generación de una proteína OPG acortada, que no es funcional. 
Por lo tanto, las mujeres portadoras del alelo G deberían mostrar parámetros 
óseos alterados, al contrario de lo encontrado en el presente estudio (Tabla 18 
y 
). 
En cualquier caso, como se indica en el estudio de Vidal y col., el riesgo 
de tener baja DMO estaría impuesto por el polimorfismo C950T localizado en 
la región 5' no traducida del primer exón del gen TNFRSF11B y no está 
condiciona do por tener el alelo A o G en el SNP rs4876869. Aunque este 
SNP no se asocia a fenotipos óseos en ningún estudio, el locus TNFRSF11B 
se ha asociado repetidamente a fenotipos óseos en GWAS y meta-análisis, 
mostrando la importancia del gen de la OPG en la homeostasis ósea (Richards 
et al. 2008, 2009; Rivadeneira et al. 2009). De hecho, en una revisión en la 
que se analizaron más de 40 estudios GWAS de DMO, se detectaron 66 loci 
que resultaron asociados en al menos dos de los estudios, y sólo 7 de ellos 
habían sido previamente detectados por estudios de asociación en genes 
candidatos (Hsu and Kiel 2012). Entre ellos se encontraban los loci LRP5 y 
TNFRSF11B. 
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Respecto al SNP rs12503796 localizado en la región promotora del gen 
FGFBP1, en nuestro estudio no se consiguió replicar la asociación a DMO 
encontrada por Hoppman y col. (Hoppman et al. 2010). El hecho de que 
ningún otro grupo haya conseguido detectar esta asociación apoya nuestros 
resultados.  
En este estudio los autores describieron que el SNP rs12503796 es 
funcional, ya que el alelo T se asocia a una disminución de la expresión del 
gen FGFBP1, e inhibe la sobre-expresión del gen de la testosterona in vitro, 
probablemente porque el alelo destruye un sitio de unión para el receptor de 
estrógenos, lo que puede contribuir a variaciones en la DMO. Aunque 
Hoppman y col., describen una estrecha asociación de este polimorfismo con 
algunos fenotipos óseos en poblaciones Mejicano-americanas, así como una 
replicación en una población Amish, en nuestra población no encontramos 
asociación. Su estudio refleja además una asociación estratificada por sexo, 
encontrándose una asociación exclusiva en el sexo masculino (Hoppman et al. 
2010), lo cual podría explicar nuestros resultados negativos.  
Aunque los tres polimorfismos analizados en el presente estudio se 
habían descrito como funcionales ya que afectaban la expresión de sus genes 
correspondientes y eran capaces de contribuir a las variaciones en DMO, 
ninguno de ellos ha sido asociado en estudios epidemiológicos ni de 
poblaciones. Una posible explicación para esto podría ser que, aunque una 
variante particular altere la expresión génica in vitro, la tasa total de expresión 
génica in vivo para un gen particular puede depender de otros elementos 
reguladores, no solo elementos en cis, sino también elementos en trans. Por 
tanto, puede haber otras secuencias, variantes genéticas, factores de 
transcripción y otros mecanismos epigenéticos implicados en las variaciones 
de la tasa de transcripción (Mattick et al. 2010). 
 
Ampliación estudios propios previos 
El estudio del sistema CD40/CD40L ha sido un eje central de este 
trabajo de Tesis Doctoral y uno de los objetivos principales fue el de continuar 
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con la caracterización del mismo, ampliando el estudio de los SNPs de estos 
genes y tratando de establecer su asociación a fenotipos óseos. 
Este sistema se ha venido estudiando por el grupo desde hace años, y en 
un estudio previo ya se describió la interacción entre variantes en los genes 
CD40 y CD40L respecto al fenotipo óseo DMO y al riesgo de padecer 
osteoporosis/osteopenia (Pineda et al. 2011). La razón por la que hemos 
aumentado el número de SNPs a estudiar en ambos genes con respecto al 
trabajo previo, ha sido realizar una aproximación analítica gene-wide, la cual 
busca patrones de asociación dentro del gen para profundizar en la 
caracterización de su asociación a fenotipos óseos. 
En general, los resultados presentados en nuestro trabajo refuerzan las 
observaciones genéticas previas, demostrando la asociación entre DMO-CL y 
CD40L mediante el análisis de gran número de SNPs en un mayor número de 
mujeres con estudios densitométricos. Aunque dos SNPs del gen CD40 
presentaron asociación a DMO de CL y de CF (Valor P nominal <0.05), tal 
asociación no superó la corrección por comparaciones múltiples que se tuvo 
que aplicar debido al número de SNPs estudiados. 
Un resultado reseñable del presente estudio fue la tendencia tan marcada 
que mostraron las mujeres homocigotas para el alelo T del SNP rs1883832 del 
gen CD40 a presentar niveles más bajos de OPG que las mujeres de genotipos 
CC y CT (Valor P ajustado =0.0049; Valor Q= 0.059) (Tabla 23). 
La relación entre el genotipo TT para este SNP y los bajos niveles de 
OPG es interesante por varias razones. Nuestro grupo había descrito 
previamente una menor DMO para las mujeres homocigotas para el alelo T 
(Pineda et al. 2008, 2011). Además, se ha descrito que los individuos 
homocigotos para el alelo T muestran un descenso del 39.4% en la expresión 
de CD40 en la superficie de las células B (Jacobson et al. 2005), y que la co-
estimulación de CD40 con anticuerpos activadores o con la proteína 
recombinante CD40L, promueve la producción de OPG por parte de las 
células B de la médula ósea in vivo (Li et al. 2007a). 
Todos estos datos tomados en conjunto sugieren que la disminución de 
masa ósea que presentan las mujeres homocigotas TT para el SNP rs1883832 
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de CD40, tanto en los estudios previos (Pineda et al. 2011), como en los 
realizados en el presente trabajo (Panach et al. 2016), puede deberse a una 
disminución en la producción de OPG en la médula ósea. Los resultados que 
se muestran en la Tabla 24 apoyan esta posibilidad. De hecho, si analizamos 
los datos de OPG para las mujeres de nuestro estudio, al seleccionar aquellas 
de los cuartiles extremos según la DMO, las mujeres de genotipo TT se 
encuentran significativamente alojadas en el grupo de menor nivel de DMO y 
de OPG sérica. 
 
5.1.2. Estudios traslacionales a partir de modelos animales y 
celulares 
Nuestro grupo ha apostado desde hace tiempo por los estudios 
traslacionales desde modelos animales o celulares para engrosar la lista de 
genes candidatos para su estudio de asociación a fenotipos óseos. En este 
trabajo de Tesis Doctoral se han realizado varios estudios apoyados en este 
enfoque traslacional con el objetivo de identificar nuevos genes asociados a 
fenotipos óseos, utilizando la expresión génica global de dos grupos de 
muestras. 
 
Estudios traslacionales a partir del modelo de ratona ovariectomizada 
 
En este trabajo se han realizado dos estudios en los que se ha empleado a 
la ratona ovariectomizada como modelo animal de pérdida ósea acelerada 
trasladable a la mujer postmenopáusica, con el fin de identificar potenciales 
genes candidatos que se alteren con la ovariectomía y así poder trasladar el 
estudio de estos genes a la cohorte de mujeres. 
La elección de este modelo animal se basó en la experiencia previa de 
nuestro grupo que lo ha venido usando como modelo de pérdida ósea 
acelerada para que nos informase de lo que ocurre en la mujer 
postmenopáusica (García-Pérez et al. 2006a; c; Cano et al. 2008). Las ratonas 
ovariectomizadas presentan un déficit estrogénico muy similar al que se da 
tras la menopausia, siendo este déficit la causa primaria de pérdida ósea y 
osteoporosis en mujeres (Riggs et al. 1998). 
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Estudio de la OVX sobre la expresión génica de la MO total 
Cuando se analizó la expresión génica diferencial en médula ósea total 
entre ratonas OVX y SHAM mediante microarrays de expresión, se 
detectaron 180 genes con cambios significativos de expresión (Pineda et al. 
2014). Estos genes estaban mayoritariamente sobre-expresados tras la OVX, 
tal como se había descrito previamente (Xiao et al. 2007). 
Cuando se validó la técnica usada (microarrays) por otra tecnología 
distinta, como es el análisis MassARRAY QGE (Sequenom), se validaron 8 
de los 12 genes analizados, aunque los otros 4 genes restantes mostraron una 
clara tendencia como muestran los ratios OVX/SHAM y los valores de P 
(Tabla 31). El hecho de que esta correlación entre los resultados de ambas 
técnicas no sea absoluta puede deberse a dos razones fundamentales. La 
primera es que en este caso se usaron pools para el experimento de 
microarrays y muestras individuales para el estudio de Sequenom. La segunda 
es que para la mayoría de transcritos la concentración molar fue muy pequeña, 
lo cual confiere una importante variabilidad al estudio, dificultando la 
obtención de la significación estadística cuando se usaron ARNs individuales. 
El análisis de las rutas canónicas en este experimento reveló la 
diferenciación, desarrollo y activación de la célula B como la ruta de 
señalización más significativa en médula ósea de ratón tras la ovariectomía 
(ANEXO VI y Figura 40). Esto justificó, en gran parte, la elección de la célula 
B de médula ósea de ratona OVX para el segundo experimento traslacional 
(ver más adelante). 
Dentro de este grupo de genes diferencialmente expresados tras la OVX 
encontramos genes implicados en la transducción de señal de la célula B (Bcr, 
Blnk, CD79a, CD79b, Syk) en la diferenciación de la célula B (Vpreb1, Igll1, 
Ebf1, Syk, Dntt) y en la activación de células B y T (Ptprcap, Tnfsf13b, 
Mapk13, Il2ra, CD40, Ccr7). 
La deficiencia de estrógenos induce la linfopoyesis B (Masuzawa et al. 
1994; García-Pérez et al. 2006a) y aunque la célula B parece estar implicada 
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en la pérdida ósea, su papel no está exento de controversia (ver apartado 5.2) 
Efectivamente, existen múltiples evidencias que apoyarían la relación de la 
célula B con la pérdida ósea. Se ha publicado que la administración de IL7 a 
ratones induce linfopoyesis B y destrucción de hueso por parte de los OCs 
(Miyaura et al. 1997), que las células B maduras y sus precursores pueden 
expresar RANKL (Han et al. 2006), que los precursores de células B estarían 
implicados en la resorción ósea, ya que tienen la capacidad de diferenciarse 
directamente a OCs (Toraldo et al. 2003) y que la depleción de células B en 
pacientes con artritis reumatoide suprime el recambio óseo (Wheater et al. 
2011). 
En contra de estos argumentos, se ha publicado que la pérdida ósea 
inducida por la OVX ocurre independientemente de células B (Li et al. 
2007b), que las células B son los mayores productores del factor anti-
osteoclastogénico OPG, que los ratones deficientes en células B son 
osteoporóticos (Li et al. 2007a), y que las células B maduras de sangre 
periférica inhiben la formación osteoclástica en un modelo de 
osteoclastogénesis humano in vitro, mediante un mecanismo que implica al 
factor TGF-β (Weitzmann et al. 2002). 
A pesar de la controversia, está aceptado que las células B activadas 
pueden ser potentes reguladores de la resorción ósea (Horowitz et al. 2010). 
De hecho el gen IL2ra (CD25), que es un marcador de la activación celular, 
está sobre-expresado en el presente estudio y esto, tal como se había descrito 
previamente por nuestro grupo (García-Pérez et al. 2006a; c), indica que la 
OVX induce la activación de células B y T (Li et al. 2011). 
Sea cual sea el rol de las células B en la regulación de la homeostasis 
ósea, lo cierto es que la ruta de diferenciación de este tipo celular es la vía 
canónica más representada tras la OVX, y dentro de esta ruta aparecieron 
genes que ya habían sido asociados al metabolismo óseo previamente 
(ANEXO VI). Así, por ejemplo, los genes Syk y Blnk intervienen en la 
regulación de la diferenciación de los OCs induciendo las señales de RANK e 
ITAM (Shinohara et al. 2008), la sobre-expresión in vivo de Ebf1 en OBs 
resulta en la supresión de la formación de hueso (Kiviranta et al. 2013), y el 
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gen Marcks es necesario para la regulación de la resorción ósea a través de la 
proteína quinasa C-delta (PKCδ) (Cremasco et al. 2012). Todos estos genes se 
encuentran sobre-expresados tras la OVX, lo que es compatible con el 
aumento de pérdida ósea observado. 
Además, resultaron significativos otros genes no incluidos en la 
regulación de células B, que también habían sido asociados previamente a 
fenotipos óseos. Así, por ejemplo, en un GWAS con replicación en dos 
cohortes independientes se encontraron los genes Ibsp, Galnt3 y Sox4 
asociados a fenotipos óseos (Duncan et al. 2011). De la misma manera, los 
genes Foxp1, PLcb1, Dpp4, Sox5, Mapk13 y Clic5, entre otros, se han 
propuesto como reguladores de la actividad de las células implicadas en la 
homeostasis ósea, en la cicatrización de fracturas y en la pérdida ósea bajo 
ciertas circunstancias, como la OVX (Le Mellay et al. 1997; Edwards et al. 
2006; Kyle et al. 2011; Seo et al. 2011; Hojo et al. 2013; Zhang and Shively 
2013). Cabe destacar el aumento de expresión de CD40 tras la OVX. El 
mecanismo por el cual el sistema CD40/CD40L interviene en el metabolismo 
óseo no está completamente elucidado, pero se discutirá en profundidad en el 
apartado 5.2. 
Tras el análisis de la expresión génica en ratón se analizó la asociación 
de cuatro genes a fenotipos óseos en la cohorte de mujeres postmenopáusicas. 
La selección de genes se realizó basándonos en nuestro conocimiento sobre la 
relevancia fisiológica de la función de cada gen en la homeostasis ósea.  
Teniendo esto en cuenta, se eligieron dos genes infra-expresados (GPX3, 
e IRAK3) y dos genes sobre-expresados (CD79A e IL7R). Todos estos genes, 
excepto el gen CD79A se habían asociado previamente con el metabolismo 
óseo (Li et al. 2005; Sakamoto et al. 2005; Hartgring et al. 2009), aunque 
ninguno de estos genes se había incluido en estudios epidemiológicos de la 
osteoporosis. La elección de CD79A se basó en su papel dentro de vía de 
señalización de las células B (ANEXO VI y Figura 40). Los resultados de 
asociación a fenotipos óseos fueron significativos para los genes GPX3 y 
CD79A (Tabla 28 yTabla 29). 
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El gen GPX3 codifica para la glutation peroxidasa 3 sérica, un enzima 
que disminuye tanto en ratas hembra osteoporóticas envejecidas (Sakamoto et 
al. 2005), como en ratonas sometidas a OVX (el presente estudio). Este 
enzima interviene en la detoxificación del peróxido de hidrógeno por lo que es 
una barrera importante contra las especies reactivas de oxígeno (ROS) y sus 
consecuencias para la función celular. De hecho, es bien sabido que las ROS 
pueden contribuir al envejecimiento y a la osteoporosis como resultado de la 
marcada disminución de los antioxidantes plasmáticos que se produce con la 
edad tanto en mujeres como en hombres. Esto se debe a que la pérdida de 
estrógenos o andrógenos disminuye las defensas contra el estrés oxidativo en 
el hueso, lo que explica, en parte, el aumento de la resorción ósea cuando se 
instaura este hipogonadismo (Manolagas 2010).  
En consecuencia, la disminución de Gpx3 en la médula ósea de ratonas 
OVX observada en el presente estudio apoya la participación de este enzima 
en la pérdida ósea debido a la deficiencia de estrógenos y refuerza la 
importancia de las ROS en la homeostasis ósea. Independientemente, el 
software SNPStats asignó un bajo riesgo a los SNPs de este gen, por lo que no 
es probable que se trate de un polimorfismo funcional. Más bien, puede estar 
en desequilibrio de ligamiento con otras variantes del gen GPX3 u otros genes 
causantes cercanos a la región, como TNIP1 (proteína interactiva con 
TNFAIP3 1) que se ha asociado con patologías tales como artritis reumatoide, 
pero esto necesita un estudio en profundidad que aún no hemos realizado. 
El otro gen que se asoció a fenotipos óseos en nuestra cohorte de mujeres 
fue CD79A (Tabla 28 yTabla 29). La proteína que codifica, junto con CD79B 
es necesaria para la expresión y función del receptor de antígenos de células B 
(BCR). La unión de un antígeno al BCR provoca la endocitosis del antígeno, 
este antígeno se procesa y los péptidos resultantes se unen a las moléculas de 
histocompatibilidad de clase II (MHCII) para su presentación a células T 
CD4
+
. 
Se ha propuesto que, entre los mecanismos responsables de la pérdida 
ósea inducida por OVX, pueda encontrarse el aumento en la tasa de formación 
de OCs provocada por la expansión en médula ósea de células T productoras 
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de TNF. Esta expansión estaría producida, en parte, por un aumento en la 
presentación de antígenos debido a una expresión aumentada de la MHCII y 
en parte, por la estimulación de la producción de IL-7 e INFɣ y la disminución 
de TGFβ (Pacifici 2012b). 
Una posible hipótesis para explicar esta pérdida ósea podría ser que 
variantes en la región cercana al gen CD79A, como el SNP rs1428922 
localizado en el extremo cercano a 5’ del gen CD79A u otras variantes en 
desequilibrio de ligamiento, puedan causar cambios en la expresión del gen. 
Esto estaría estrechamente relacionado con el proceso de presentación de 
antígenos, lo que se ha demostrado que confiere susceptibilidad a padecer 
osteoporosis. Sin embargo, es necesario un estudio con mayor profundidad, 
aumentando el número de SNPs estudiados, así como un análisis funcional de 
los polimorfismos asociados a fenotipos óseos. 
Con este primer experimento traslacional quedó claro el papel crucial 
que tenía la célula B tras la ovariectomía, ya que la ruta de regulación de este 
tipo celular fue la más alterada en este proceso. 
 
Estudio de la OVX sobre la expresión génica de las células B de MO  
Siguiendo la lógica, realizar un segundo estudio traslacional a partir de 
células B aisladas de médula ósea tras la ovariectomía se antojó como el paso 
siguiente para continuar esta investigación. Según nuestro conocimiento es la 
primera vez que se ha realizado un estudio de este tipo en esta subpoblación 
celular de médula ósea. 
El estudio de comprobación mediante microarrays de las diferencias de 
expresión en las células B de médula ósea de ratonas OVX y SHAM se 
realizó según lo detallado en el apartado 3.5.1.1. 
Al realizar el microarray de expresión se obtuvieron 2791 transcritos 
diferencialmente expresados entre ratonas OVX y SHAM, pertenecientes a 
2621 genes anotados. De éstos, decidimos validar 16 genes por otras técnicas 
(MassARRAY-QGE y qPCR) y en este caso se consiguió un 100% de 
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reproducibilidad (Tabla 31), lo que apoya la robustez de los resultados 
obtenidos mediante el estudio usando los microarrays. 
Al analizar los procesos biológicos en los que estaban implicados los 
genes diferencialmente expresados tras la OVX, destacaron procesos como la 
regulación de la transcripción, el transporte, procesos relacionados con el 
sistema inmune y la inflamación, fosforilación, apoptosis o la modificación de 
la cromatina (Tabla 30). 
Cuando se agruparon los genes según las rutas PANTHER, se vio que las 
rutas obtenidas podían relacionarse estrechamente con la fisiopatología de la 
osteoporosis, como la inflamación mediada por citoquinas y quimioquinas, la 
señalización de interleuquinas, la activación de la célula B, la señalización vía 
TGF-β, la respuesta a estrés oxidativo y la vía de señalización Wnt 
(Weitzmann 2013). 
Una vez analizadas las rutas implicadas, se seleccionaron 9 genes y se 
probó su asociación a fenotipos óseos en nuestra cohorte. Estos genes estaban 
entre las 26 familias génicas diferencialmente expresadas con la ovariectomía 
más significativas: regulación de la transcripción mediada por ADN (Sox6, 
Hdac5, y Sox4), respuesta inmune innata (CD80 y Tyrobp), apoptosis 
(Tnfrsf19), respuesta inflamatoria (Il18rap) y regulación positiva de la 
apoptosis (Mmp9). Todos estos procesos se relacionan con fenotipos y/o 
procesos óseos (Koga et al. 2004b; Weitzmann and Pacifici 2006; Raggatt et 
al. 2008; Colnot et al. 2009; Bozec et al. 2014; Wu et al. 2014). Así pues, el 
criterio de selección principal fue, por una parte, la replicación de 
asociaciones descritas previamente (HDAC5, SOX4 y SOX6) y, para el resto 
de genes se seleccionaron aquellos cuya función biológica fuese relevante 
para la fisiología ósea. 
Con respecto a la DMO, los SNPs en los genes HDAC5 y CD86  se 
encontraban significativamente asociados a DMOe-CF (Valor P nominal), 
mientras que el SNP del gen CD80 se asoció a DMOe-CL (Tabla 32). El gen 
HDAC5 se había asociado previamente a DMO-CF (Rivadeneira et al. 2009). 
Este gen codifica para una histona deacetilasa de clase II expresada 
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ubícuamente, responsable de la desacetilación de residuos de lisina de las 
histonas H2A, H2B, H3 y H4. En hueso, el reclutamiento de HDAC5 es 
necesario para la diferenciación de OBs mediada por TGF-β (Schroeder and 
Westendorf 2005), y se ha descrito que inhibe a MEF2C, un factor de 
transcripción crucial para la expresión de SOST, por lo que controla la 
expresión de esclerostina en osteocitos (Wein et al. 2015). 
La asociación de variantes en los genes CD80 y CD86 a fenotipos óseos 
sí es un punto novedoso de este trabajo de Tesis Doctoral. Tanto CD80 
(también llamado B7-1) como CD86 (B7-2) son proteínas que trabajan en 
tándem expresándose en las células presentadoras de antígeno para proveer de 
las señales co-estimuladoras necesarias para la activación y supervivencia de 
la célula T. Se ha descrito que CD80 y CD86 inhiben la diferenciación de OCs 
(Bozec et al. 2014), por lo que los ratones deficientes para CD80/CD86 son 
osteopénicos, debido a un aumento en la diferenciación de OCs. 
La interacción de CD80/CD86 con CTLA-4 induce la activación de la 
enzima IDO (indoleamina 2,3-dioxigenasa) en precursores de OCs, lo que 
degrada el triptófano y promueve la apoptosis celular (Bozec et al. 2014). 
Además de esta función, existe expresión de CD80/CD86 en OBs humanos 
cultivados, de modo que las variantes en estos genes podrían tener un efecto 
directo sobre los OBs (Reyes-Botella et al. 2000). 
Cuando se calculó el riesgo de padecer osteoporosis utilizando la 
regresión logística ajustada por covariables, además de los genes citados 
(CD80, CD86 y HDAC5), entraron en el modelo los SNPs de los genes 
MMP9 y SOX4 (Tabla 33). 
El gen SOX4 ya se había asociado a DMO en otras ocasiones (Duncan et 
al. 2011; Estrada et al. 2012). Este gen es miembro de la familia de factores 
de transcripción SOX, que participan en la regulación del desarrollo 
embrionario y en la determinación del destino celular (Kamachi and Kondoh 
2013). Con respecto al hueso, los ratones Sox4
+/-
 muestran osteopenia y 
disminución del volumen óseo cortical y trabecular. Esta proteína parece 
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mediar los efectos posteriores de PTH y PTHrP en el desarrollo óseo (Nissen-
Meyer et al. 2007). 
En este trabajo de Tesis Doctoral se ha detectado por primera vez la 
asociación de variantes del gen MMP9 con un mayor riesgo de padecer 
osteoporosis, si bien ya se había establecido una asociación entre SNPs de este 
gen y la DMO en hombres (Yamada et al. 2004). La metalo-proteinasa de 
matriz 9 (MMP9) media la invasión vascular del callo cartilaginoso 
hipertrófico y se ha descrito que los ratones deficientes para MMP9
 
presentan 
defectos en las uniones de sus fracturas causadas por la persistencia del 
cartílago en el lugar de la fractura, lo que implica a este gen en la regulación 
de la diferenciación de células condrogénicas y osteogénicas durante las 
etapas iniciales de la reparación ósea (Colnot et al. 2009). 
Además, en este trabajo analizamos la asociación de estos polimorfismos 
a la fractura por fragilidad, y dos de los genes se asociaron significativamente, 
CD80 y SOX6 (Tabla 34). Al igual que SOX4, SOX6 es un miembro de la 
familia SOX de factores de transcripción, y junto con SOX5, se expresa en el 
cartílago y tiene un papel esencial en la diferenciación de los condrocitos, la 
formación de cartílagos y, por lo tanto, la formación ósea endocondral 
(Lefebvre et al. 1998). SOX6 ya se había asociado en la literatura con DMO y 
obesidad (Liu et al. 2009; Rivadeneira et al. 2009), pero hasta este momento 
no se había asociado a fractura por fragilidad. 
 
Estudio traslacional a partir del modelo celular humano 
En el contexto de los estudios traslacionales a partir de modelos, la otra 
aproximación traslacional usada en este trabajo de Tesis Doctoral fue la 
determinación de la expresión diferencial a partir de cultivos primarios de 
OBs de pacientes fracturadas y osteoartríticas. El objetivo de este experimento 
fue el de detectar genes diferencialmente expresados en la fractura ósea con el 
fin de encontrar nuevos genes candidatos para estudios de asociación en la 
cohorte.  
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El análisis de los perfiles de expresión mediante microarrays se validó, 
al igual que en los estudios anteriores, mediante espectrometría de masas 
(MassARRAY-QGE Sequenom), consiguiendo un 71% de reproducibilidad, 
lo que validó los resultados obtenidos por el array. 
El análisis de las rutas y procesos implicados en la fractura por fragilidad 
reveló como importantes la vía de señalización Wnt, con 18 genes implicados; 
la vía de señalización de la inflamación mediada por citoquinas, con otros 18 
genes implicados; o la vía de señalización de las integrinas, con 16 genes, 
entre otras rutas (Figura 46). 
Entre los genes destacables de la vía Wnt podemos encontrar a CTNNB1 
y TBL1X, genes que se han relacionado con osteoporosis y enfermedades 
óseas previamente (Hsu and Kiel 2012; García-Ibarbia et al. 2013). La ruta de 
Inflamación mediada por citoquinas fue una de las más representadas en la 
clasificación. Entre los genes pertenecientes a esta ruta podemos encontrar a 
CCL13, RAF1 y PF4, los cuales han sido relacionados con enfermedades 
óseas en trabajos anteriores (Ekvall et al. 2011; Griffin et al. 2011; Lin et al. 
2016). Además, detectamos 16 genes diferencialmente expresados implicados 
en la vía de señalización de integrinas, entre los que destacan COL10A1, e 
ITGA4, dos de los genes escogidos para la validación del microarray, y que 
están estrechamente relacionados con la formación ósea (Komori 2010b; 
Khurana et al. 2013). De esta forma, la clasificación funcional de los genes 
alterados reforzó la importancia de la inflamación (Pacifici 2013), la vía Wnt 
(Gaur et al. 2005; Velasco and Riancho 2008) o la vía de señalización de las 
integrinas (Rivadeneira et al. 2009) en los procesos de osteoporosis y fractura 
por fragilidad. 
Una vez analizadas estas rutas se seleccionaron 4 genes, CTNNB1, 
MEF2C, FOXC1 y EBF2, para analizar su posible asociación a fenotipos 
óseos en nuestra cohorte de mujeres. La elección de estos genes se basó en 
estudios previos que habían descrito la relación entre éstos y determinados 
fenotipos óseos.  
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El gen CTNNB1 codifica para la proteína β-catenina que, tal como se ha 
visto, es esencial en la ruta canónica de la vía Wnt (Gaur et al. 2005) y por lo 
tanto en la regulación transcripcional (Chen et al. 2016; Ma et al. 2016). La 
importancia de este gen se ha manifestado también en su asociación con DMO 
(Rivadeneira et al. 2009) y Fractura (Estrada et al. 2012). El gen MEF2C 
había sido asociado con DMO (Velázquez-Cruz et al. 2014) y se ha 
relacionado con la regulación de Esclerostina vía regulación de HDAC5 en 
osteocitos (Wein et al. 2015). La elección de FOXC1 se basó en que 
previamente se había relacionado con la diferenciación de los OBs (Mirzayans 
et al. 2012). El gen EBF2, el cual codifica un factor temprano de células B, no 
había sido relacionado con DMO anteriormente pero si se encuentra 
relacionado con células B (Qian et al. 2013), con OPG (Patiño-García et al. 
2009) y con la diferenciación en OCs (Kieslinger et al. 2005). 
Teniendo en cuenta la diferencia que existe en esta cohorte respecto a la 
edad entre las pacientes que pertenecen a cada uno de los grupos, se prestó 
especial atención al Valor Z, ya que este parámetro representa una 
normalización intrínseca de las edades de las pacientes incluidas en este 
estudio. 
En el análisis ANOVA sin corregir por covariables se obtuvo una 
asociación clara del rs87939 del gen CTNNB1 tanto a parámetros óseos de 
cadera como de columna (Tabla 38). Los demás polimorfismos no alcanzaron 
significación estadística para asumir la asociación, si bien la tendencia fue 
clara en el caso del SNP rs2745599 de FOXC1 (P=0.087 para el valor Z de 
CF y P=0.086 para el Valor Z de CL), o en la asociación de rs1366594 de 
MEFC2C con el Valor Z de CF (P=0.059). 
En el análisis ANCOVA, corrigiendo por la variable IMC y agrupando 
los genotipos según el modelo de herencia, se determinó la asociación de los 
diferentes polimorfismos al parámetro Z. En el caso de MEF2C, el rs1366594 
se asoció significativamente (P=0.021) al valor Z de CF. En este caso las 
pacientes de genotipo AA mostraban mejor estado óseo que pacientes de 
genotipo AC/CC. 
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El SNP rs87939 del gen CTNNB1 mostró asociación con el Valor Z en 
CF (P=0.010) y CL (P=0.006), revelándose que las mujeres de genotipo AA 
mostraban mejor estado óseo que aquellas que presentaban los otros dos 
genotipos. El hecho de que la asociación se dé tanto en cadera como en 
columna apoya la elección de este gen como candidato para su asociación a 
DMO (Ma et al. 2016), Fractura (Haffner-Luntzer et al. 2016) y Osteoporosis 
(Urano and Inoue 2014a). 
Para el SNP rs2745599 de FOXC1 no hubo asociación significativa con 
ninguno de los fenotipos óseos, si bien los resultados mostraban una clara 
tendencia a la asociación (P=0.102 respecto al Valor Z cadera; P=0.108 
respecto al Valor Z columna), según la cual las mujeres de genotipo GG 
presentan un mejor estado óseo que las de otros genotipos. 
Por último, el SNP rs1008974 de EBF2 no mostró ninguna asociación 
significativa a los fenotipos óseos analizados, pero si se apreció una tendencia 
en el Valor Z de columna (P= 0.094), según la cual mujeres con genotipo AA 
tendrían un peor estado óseo en comparación con los otros genotipos. 
El riesgo estimado de sufrir osteoporosis se calculó realizando un 
análisis de regresión logística. En este caso se utilizó el modelo de regresión 
“backward”, a partir del cual se van eliminando variables que no mejoran de 
manera significativa la calidad del modelo. La regresión logística binaria se 
calculó de acuerdo al modelo de herencia corregido por la variable IMC y se 
tuvo en cuenta el riesgo de padecer osteoporosis u osteopenia (Odds ratio) 
con un intervalo de confianza del 95%. Los resultados del riesgo asociados a 
valores de cadera se muestran en la Tabla 40. De los SNPs estudiados en el 
análisis, solo el rs87939 de CTNNB1 presentó un riesgo significativo de 
osteoporosis u osteopenia en cadera tras la corrección (P=0.008), resultando 
que las mujeres de genotipo AG/GG tienen un riesgo 1.513 veces mayor de 
padecer osteoporosis u osteopenia en cadera que las de genotipo AA. Así, se 
relaciona una vez más al gen CTNNB1 con osteoporosis y osteopenia. 
Sin embargo, el hallazgo más importante del presente estudio es la 
posible asociación con DMO de los genes MEF2C y FOXC1, ya que resultan 
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asociaciones novedosas. Los SNPs rs1366594 (A>C) de MEF2C y rs2745599 
(G>A) de FOXC1 muestran una tendencia a su asociación con DMO, y en el 
caso de MEF2C, una clara asociación con el valor Z de cadera. 
 
 
5.1.3. Estudios de funcionalidad de las variantes genéticas  
 
Identificación de una posible expresión génica dependiente de alelo 
(EGDA): CD40/CD40L 
Uno de los objetivos fundamentales del presente trabajo ha sido estudiar 
la funcionalidad de los polimorfismos asociados a DMO. El primer elegido 
fue el SNP rs1883832 del gen CD40 ya que este polimorfismo resultó 
asociado a fenotipos óseos de manera continuada (Pineda et al. 2008; Wagner 
et al. 2015). Para ello, lo primero que se buscó fue una posible expresión 
diferencial dependiente de alelo tanto por qPCR a tiempo real, como por 
secuenciación (Ge et al. 2005). La tasa de expresión génica obtenida por 
qPCR, tanto en OBs como en PBLs, reveló que las mujeres homocigotas para 
el alelo C (rs1883832) mostraron una expresión mayor del gen CD40 en 
relación con aquellas con otro genotipo (CT en OBs y CT/TT en PBLs; Figura 
47).  
Respecto al gen CD40L, no detectamos expresión en OBs y los datos 
para PBLs fueron inconcluyentes, por lo que decidimos abordar este estudio 
desde otra aproximación, para tratar de determinar si existía expresión 
diferencial dependiente de alelo para el SNP rs1126535, del gen CD40L y 
también para el rs1883832 del gen CD40. 
Dado que una de las limitaciones de este estudio fue la falta de mujeres 
homocigotas para ambos SNPs (TT para rs1883832 y CC para rs1126535) se 
decidió analizar el posible desequilibrio alélico (allelic imbalance) mediante 
secuenciación en un grupo de mujeres heterocigotas (CT) para ambos SNPs 
(ver Material y Métodos) (Ge et al. 2005). Este ensayo se basa en la 
secuenciación, tanto del ADN como del ADNc, para la región donde se sitúa 
el SNP en individuos heterocigotos con el fin de detectar desequilibrios en la 
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expresión de ambos alelos comparando los picos obtenidos en los 
electroferogramas de secuenciación. 
Para el SNP rs1883832 de CD40, el ratio C/T para los ADNc superaba el 
máximo rango del intervalo de confianza del 95% (realizado a partir de ADNg 
de muestras heterocigotas) en el 87.5% de las casos, lo que implica que existe 
un desequilibrio alélico significativo favorable al alelo C. (apartado 4.3.1). 
Estos datos eran similares a aquellos obtenidos por otro estudio para los 
mismos SNPs y están de acuerdo con una mayor expresión de la proteína 
CD40 en células B en individuos homocigotos para el alelo C (Jacobson et al. 
2005). Sin embargo, nosotros detectamos en el presente trabajo diferencias a 
nivel transcripcional mientras que Jacobson y col. describen diferencias en 
cuanto a cantidad de proteína pero no a nivel transcripcional. No obstante, 
nuevos datos publicados apoyan nuestros hallazgos y muestran una menor 
transcripción del gen CD40 en individuos CT/TT (Wagner et al. 2015). 
Para el gen CD40L no encontramos ningún sesgo en la expresión de C/T 
para el SNP sinónimo rs1126535 por esta técnica, por lo que no se siguió 
analizando dicho SNP. 
Caracterización de la tasa de transcripción mediante ensayos de gen reportero 
En este trabajo de Tesis Doctoral se realizaron ensayos de gen reportero 
con el objetivo de comprobar la funcionalidad de algunos de los SNPs que 
resultaron estar asociados a DMO, analizando la tasa de transcripción in vitro 
para cada alelo. 
Respecto al gen RUNX2, se decidió probar la funcionalidad del 
polimorfismo rs7771980 (T>C), situado en la posición –1025 dentro de la 
región reguladora del promotor 2 (P2). Este polimorfismo se había asociado a 
DMO en estudios previos del grupo (Pineda et al. 2010). Doecke y col., por su 
parte, analizaron la funcionalidad de éste y otros SNPs de la región P2, 
concluyendo que sí existía una relación entre éstos y una mayor actividad del 
promotor de RUNX2, y que esta actividad aumentada, a su vez, se asociaba a 
una mayor DMO (Doecke et al. 2006). 
Aunque nuestra pretensión para este SNP fue la de replicar los resultados 
obtenidos por este grupo, en nuestras condiciones los resultados no fueron 
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concluyentes, ya que al clonar el fragmento que contenía el alelo en el vector 
vacío no hubo un aumento significativo de la expresión, lo que hubiera sido lo 
esperable en caso de haber clonado una secuencia con actividad promotora. Al 
clonar nuestro fragmento en el vector que contiene el promotor, sí hubo un 
aumento de la expresión génica, pero no fue dependiente de alelo. 
Una posible explicación para esta disparidad en los resultados es que la 
región que se decidió probar, que contenía el SNP citado, era mucho menor 
que la que se utilizó en el experimento de Doecke y col. (Doecke et al. 2006), 
lo cual apunta a que nosotros dejamos de clonar secuencias reguladoras 
importantes necesarias para el inicio de la transcripción. 
Otro de los polimorfismos analizados mediante la técnica del gen 
reportero fue el SNP rs1428922 (G>A) situado a -1410 nt del gen CD79A 
obtenido del estudio traslacional realizado a partir de médula ósea total de 
ratonas ovariectomizadas. En este caso se decidió clonar los fragmentos que 
contenían los distintos alelos en los vectores promotor y control, ya que en un 
ensayo preliminar se comprobó que la clonación de esta secuencia inhibía la 
transcripción del gen de la luciferasa. Los resultados revelaron una 
disminución significativa de la expresión génica en ambos alelos con respecto 
al control (P=0.003). El vector control posee tanto la región promotora del 
virus SV40 como un enhancer (activador o potenciador) de la transcripción, 
también del virus SV40. Nuestros resultados, por tanto, apuntan a que en la 
secuencia clonada existe una región de unión de un factor de transcripción 
inhibidor, ya que hay diferencias entre la expresión del vector vacío y al 
clonar cualquiera de los alelos, pero además, hay una inhibición 
significativamente mayor el caso del alelo G que en el A (P =0.009). 
Por tanto, estos datos sugieren que alrededor de la secuencia donde se 
encuentra el SNP rs1428922 del gen CD79A, se une un factor de transcripción 
inhibidor de la expresión. La proteína CD79A es necesaria para la maduración 
de las células B, de manera que este SNP podría estar directamente implicado 
en este proceso. Las mujeres de genotipo AA para este polimorfismo 
presentaban un valor de DMO inferior, tanto en cadera como en columna, que 
las mujeres de otros genotipos, por lo que quizá el factor inhibidor se expresa 
de manera más eficiente en las pacientes con genotipo GG, lo que podría 
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proteger contra la pérdida ósea vía estimulación de la maduración de células 
B. 
Respecto al gen CD40, se clonó una región que contenía los SNPs 
rs1800686 (G/A) y rs752118 (C/T) de la región 5’ del gen con el objetivo de 
explicar el desequilibrio alélico detectado. Para ello se buscaron elementos 
reguladores potenciales que modificaran la tasa de transcripción en función 
del haplotipo (A-T/G-C) mediante un ensayo de gen reportero. 
La ausencia de diferencias entre los dos haplotipos respecto a la tasa de 
transcripción, sugiere que las variantes genéticas en la región 5’ de CD40 no 
pueden explicar el desequilibrio alélico detectado en este gen, es decir, que no 
existen factores de transcripción actuando en trans trabajando de manera 
diferencial en ambos haplotipos cuando se transfectaron ambas construcciones 
en células eucariotas, por lo que se deberían buscar elementos actuando en cis 
para explicar este desequilibrio alélico. 
En cualquier caso, dado que los estudios in vitro pueden presentar 
artefactos que modifican las condiciones que se están dando in vivo, y 
teniendo en cuenta que al clonar estamos limitándonos a un fragmento 
restringido de la potencial región reguladora, los resultados de estos estudios 
han de ser tomados con cautela. 
Cuantificación del grado de metilación de islas CpG en la región promotora 
del gen CD40 
Una limitación importante de los estudios de gen reportero es que al 
amplificar los fragmentos mediante PCR, el ADN pierde su perfil de 
metilación y, teniendo en cuenta que una de las posibles causas del 
desequilibrio alélico puede ser las marcas epigenéticas diferenciales 
depositadas en la cromatina de un modo dependiente de alelo (Pastinen 2004), 
decidimos estudiar el grado de metilación de islas CpG alrededor del sitio de 
inicio de la transcripción del gen CD40. 
En el presente trabajo se detectaron 8 CpGs diferencialmente metiladas 
de un total de 20 (7 de 20 al corregir por variables múltiples) entre mujeres de 
alta y baja DMO. Por lo general, las mujeres con menor masa ósea 
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presentaron mayor metilación en 6 de estos 8 sitios CpG (Tabla 42 y Figura 
58). 
Dado que la metilación de ADN en general se asocia a menores tasas de 
transcripción génica (Feinberg 2007), la metilación diferencial observada 
entre estos dos grupos de mujeres podría explicar una mayor o menor 
transcripción del gen de CD40 y, en consecuencia, mayor o menor nivel de 
OPG, respectivamente. Ésta es una posibilidad que requiere un mayor estudio 
porque se ha descrito que la activación de CD40 con un anticuerpo anti-CD40 
o bien con la proteína recombinante CD40L, induce la producción de OPG (Li 
et al. 2007a). Este hallazgo apoya la hipótesis de que las mujeres TT (N=6) 
para rs1883832, tiendan a presentar menor DMO y un nivel de OPG más bajo 
(Tabla 23 y Tabla 24), y que a su vez tengan menor expresión de CD40 
(Jacobson et al. 2005). Además, las mujeres con baja masa ósea (con mayoría 
de mujeres de genotipo TT) muestran mayores tasas de metilación en 6 de las 
8 CpGs significativas (Tabla 42) que las mujeres de alta masa ósea (en su 
mayoría mujeres de genotipo CC). 
Se ha descrito que el diferente grado de metilación en las CpG puede 
afectar a la tasa de transcripción génica porque la metilación de la citosina 
influye directamente a la afinidad de los factores de transcripción, 
modificando sus sitios de unión (Tate and Bird 1993). Se ha determinado 
experimentalmente que estos sitios de unión a factores de transcripción 
(SUFTs) muestran usualmente niveles de metilación de ADN bajos, y es que, 
como regla general, la unión de los factores de transcripción a estos sitios se 
da normalmente en ausencia de metilación (Straussman et al. 2009; Thurman 
et al. 2012). Esto se ha descrito en numerosas ocasiones, por ejemplo, la 
metilación de la E-box, que previene la unión de n-Myc a los promotores de 
los genes EGFR y CASP8, o la metilación del sitio de unión YY1 en el 
promotor del gen Peg3, que reprime la unión de YY1 (Kim et al. 2003; Perini 
et al. 2005), entre otros ejemplos. 
Para buscar SUFTs en la secuencia que contenía nuestros dos amplicones 
solapantes (Figura 57) se utilizó el software PATCH (http://www.gene-
regulation.com/). El software detectó SUFTs en las CpGs diferencialmente 
metiladas, para la proteína aislante de la cromatina CTCF (CpG 1-6, 
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secuencia: GCTGC), para el factor de transcripción Sp1 (CpG 2-4.5, 
secuencia: CCGCG), para el factor represor GCF (CpG 2-4.5, secuencia: 
CTCCTGCGC), y para el factor de transcripción STAT1 (CpG 2-22, 
secuencia: TTCCCGGAA). 
Aunque es imposible sacar conclusiones en este sentido sin llevar a cabo 
experimentos adicionales, las moléculas CTCF y GCF son reguladores 
importantes de la expresión génica y los factores de transcripción SP1 y 
STAT1 ya han sido relacionados con la regulación del gen CD40 (Nguyen 
and Benveniste 2000; Tone et al. 2002). Así pues, esta metilación diferencial 
entre mujeres de alta y baja masa ósea podría tener consecuencias funcionales 
en la expresión de CD40. 
5.2. Papel del sistema CD40/CD40L en la homeostasis ósea y su 
implicación en la producción de OPG por parte de la célula B en médula 
ósea 
La importancia del sistema CD40/CD40L tanto en la respuesta inmune 
como en el sistema óseo está ya fuera de toda duda. Son muchas las 
evidencias que apoyan este rol fundamental de este sistema en la regulación 
de la homeostasis ósea; se ha descrito que ratones knocked out para CD40 y 
CD40L tienen osteoporosis y una menor producción de OPG (Li et al. 2007a); 
que los niños afectados por el síndrome de hiper-IgM, causado por 
mutaciones en el gen de CD40L muestran osteopenia (Lopez-Granados et al. 
2007); y también que ratones que carecen del gen CD40L están protegidos de 
la pérdida ósea inducida por la administración continua de PTH o bien por la 
ovariectomía, ya que el aumento de células T asociado a estos procesos induce 
la señalización a través de CD40/CD40L lo que activa señales pro-
osteoclastogénicas (Li et al. 2007a, 2011, Gao et al. 2008, 2009). 
El papel de la célula B en la producción de OPG es un aspecto que no 
está exento de controversia. Efectivamente, se había descrito que CD40 era 
capaz de estimular la producción de OPG por parte de las células B (Yun et 
al. 1998). En 2007 el grupo de Li y col. describió a las células B como los 
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mayores productores de OPG en la médula ósea, y según este estudio, esta 
produccción se veía aumentada en respuesta a la activación de CD40 (Li et al. 
2007a). Además, describieron que las células B pueden ser responsables de las 
concentraciones elevadas de OPG durante el envejecimiento, por lo que tienen 
un papel fundamental para contrarrestar la excesiva reabsorción ósea asociada 
a la edad, atribuyendo a la pérdida de células B, que se da con la edad, la 
disminución de OPG y la pérdida ósea (Li et al. 2014a). 
Sin embargo, estos resultados no han sido corroborados por otros grupos, 
de hecho se ha publicado que ratones deficientes en células B maduras sufren 
una pérdida de masa ósea idéntica con respecto a ratones control tras la 
ovariectomía, por lo que las células B maduras no serían mediadores centrales 
de la pérdida ósea inducida por la ovariectomía in vivo (Li et al. 2007b). 
Horowitz y col., publicaron que ratones deficientes en μMT, que carecen de 
células B maduras, no presentaban un fenotipo óseo evidente y que por el 
contrario, los ratones con deficiencia en OPG tienen un fenotipo óseo con 
aumento del espesor cortical y un aumento en la actividad osteoclástica en el 
hueso cortical (Horowitz et al. 2010). 
La identificación del papel de la célula B en la producción de OPG ha 
supuesto un objetivo importante de este trabajo y en este sentido realizamos la 
serie de experimentos que constituyen el bloque de estudio del efecto del 
anticuerpo activador de CD40 sobre la producción de OPG. 
En nuestros experimentos in vivo, comprobamos en varias ocasiones que 
el anticuerpo anti-CD40 administrado a la ratona, reducía significativamente 
en todos los casos los niveles de OPG en suero y que esta disminución no se 
producía al administrar su control isotípico (Figura 59). Esta reducción del 
nivel de OPG resultó ser dependiente de dosis, por lo que los resultados 
sugieren que la administración intraperitoneal de este anticuerpo reduce el 
nivel de producción de OPG en el suero de las ratonas. Además, esta 
disminución se mantenía en el tiempo ya que al cultivar las células de la 
médula ósea de estos animales, encontramos una reducción de la producción 
de OPG a cualquier dosis de anticuerpo (Figura 60). En este punto se 
comprobó la producción de OPG en cultivos de células de bazo (órgano con 
un alto porcentaje de células B), así como en células B CD19
+
 obtenidas a 
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partir de médula ósea total. En ambos tipos de cultivo no se detectó 
producción de OPG en sobrenadante. Estos datos sugieren de manera muy 
evidente que las células B podrían no ser responsables de la producción de 
OPG, al menos bajo las condiciones experimentales seleccionadas, esto es, el 
subgrupo de células B CD19
+
 aisladas de médula ósea o células de bazo. 
Respecto a los experimentos en los que se comprobó el efecto de la 
administración del anticuerpo in vitro, el ensayo en MC3T3-E1 nos permitió 
comprobar que esta línea celular de osteoblastos de ratón produce OPG de 
manera constitutiva. Este es el motivo por el cual estas celulas no son un buen 
modelo para detectar diferencias debidas a la adición de un anticuerpo 
activador, pues las diferencias entre condiciones y tratamientos no aportan 
datos claros ni se puede inferir una tendencia evidente, al estar el sistema 
saturado.  
Los cultivos de células de la médula ósea reprodujeron los resultados 
obtenidos in vivo, produciendose una disminución significativa del nivel de 
OPG en el sobrenadante dosis-dependiente, mientras que los cultivos de 
células de bazo no produjeron OPG en ninguna de las condiciones, de la 
misma manera que las células B CD19
+
, lo que refuerza nuestros resultados 
anteriores, demostrando que este subtipo celular no produce OPG, 
contrariamente a lo que se había publicado. La viabilidad de estos cultivos fue 
comprobada mediante citometría de flujo (Figura 64). 
En definitiva, nuestros experimentos in vivo e in vitro cuestionan 
seriamente que la celula B produzca OPG, al menos al nivel descrito por el 
grupo de Li (Li et al. 2007a), e incluso disponemos de datos (celulas B 
CD19
+
, celulas de bazo, etc), que ponen en cuestion que la célula B produzca 
OPG. Clarificar esto sería determinante dado el papel de la célula B en la 
homeostasis ósea y cardiovascular. 
5.3. Caracterización e identificación de nuevos biomarcadores 
indicadores del riesgo de fractura por fragilidad  
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A pesar de que, a día de hoy, la determinación de la DMO mediante 
absorciometría dual de rayos X es el mayor predictor de riesgo de fractura, 
ésta es una técnica lenta, ya que lleva de 1 a 2 años de monitorización 
establecer la progresión de la enfermedad (Gluer 1999). Esto hace que el uso 
de marcadores del estado óseo sea de vital importancia en la predicción del 
riesgo de fractura y también para monitorizar el efecto de las terapias. 
Un objetivo muy importante de este trabajo de Tesis Doctoral ha sido, 
por una parte caracterizar la fractura por fragilidad y por otra encontrar 
biomarcadores predictivos del riesgo de fractura. En nuestro estudio, dada la 
diferencia de edad entre ambos grupos, las pacientes del grupo Fractura 
mostraron peores parámetros óseos, en especial a nivel del cuello femoral 
(Tabla 43), y niveles de marcadores de remodelado óseo más elevados como 
el CTx y la osteocalcina, así como un nivel más elevado de fosfato. 
Al tratar de caracterizar los biomarcadores asociados al riesgo de fractura 
mediante regresión lineal, se detectó el fosfato y HDL como las variables con 
mayor capacidad predictiva de fractura ósea de cadera debido a fragilidad, 
junto con la edad y la DMO. La importancia de este hallazgo es indudable, 
debido a que éstos son parámetros analizados rutinariamente en las analíticas, 
y, al menos en nuestro estudio, han conseguido desplazar de las ecuaciones de 
los modelos de regresión a variables específicas de remodelado óseo que son 
conocidos predictores del riesgo de fractura tales como la fosfatasa alcalina, 
tanto total como ósea, la osteocalcina o el CTx, establecido como uno de los 
marcadores de referencia para los estudios de osteoporosis (Garnero 2017). 
Se ha descrito que niveles bajos de HDL están asociados con el 
desarrollo de un microambiente inflamatorio que afecta a la diferenciación y 
función de los osteoblastos (Papachristou et al. 2017), lo que se 
correspondería con un nivel de formación ósea disminuido y por tanto una 
tendencia a la fractura. En nuestro caso las pacientes fracturadas presentan 
niveles más bajos de HDL (Tabla 44), lo que se correspondería con esta 
hipótesis. 
Las concentraciones sanguíneas de fósforo son significativamente más 
altas en los primeros años de la vida y disminuyen progresivamente con la 
edad, aunque en mujeres sufren un aumento transitorio durante la menopausia 
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(Figura 70a). Los niveles de fosfato sérico se relacionan con la función renal, 
acumulándose fosfato cuando ésta es deficiente. Los niveles máximos de 
filtrado glomerular se corresponden con los niveles normales de fosfato 
(Figura 70b). 
Figura 70. Relación entre el fosfato sérico y la reabsorción renal del fosfato con la 
edad. (a) Nivel de fosfato sérico en mujeres y hombres en función del grupo de edad. 
(b) Ratio máxima de filtrado glomerular, calculado como reabsorción tubular, en 
relación con el grupo de edad [modificado de (Cirillo et al. 2008)]. 
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El fosfato sérico se ha asociado al riesgo de fractura en un estudio 
reciente en una cohorte de más de 5000 pacientes. En este estudio encontraron 
que los niveles de fosfato sérico se asocian a fractura independientemente del 
sexo y DMO. Estos resultados sugieren que un aumento en el nivel de fosfato, 
incluso dentro del rango de la normalidad, puede ser perjudicial para la 
calidad ósea de la población sin fallo renal (Campos-Obando et al. 2017). 
En nuestro estudio el grupo Fractura presentó valores significativamente 
más altos de fosfato sérico, contrariamente a lo esperado por las diferencias en 
la edad entre los grupos (Tabla 44). 
La edad o la insuficiencia renal están asociados a variaciones en los 
niveles de fosfato. En concreto, la insuficiencia renal deriva en una 
acumulación de fosfato, por lo que se comprobó la función renal calculando el 
CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration), que estima 
índice de filtrado glomerular infiriendo el estado renal de nuestras pacientes. 
Está establecido que por debajo de un CKD-EPI menor de 45 
ml/min/1.73 m
2
 se comienza a tener sintomatología leve de insuficiencia 
renal. Datos más recientes sitúan este umbral en 58 ml/min/1.73m
2
, 
entendiendo que este es el nivel mínimo en el que se tiene constancia que no 
están actuando las hormonas que actúan a nivel renal modificando los niveles 
del fosfato y otros minerales (Isakova et al. 2011). Teniendo en cuenta este 
umbral, se eliminaron las pacientes que se encontraban por debajo y se realizó 
de nuevo el análisis de regresión logística, obteniéndose prácticamente la 
misma significación estadística para las variables descritas (datos no 
mostrados), por lo que los datos sugieren que las diferencias en los niveles de 
fosfato sérico pueden ser atribuibles al estado de fragilidad propio de la 
fractura y por tanto puede tenerse en cuenta como predictor, lo cual 
coincidiría con otro trabajo el reciente (Campos-Obando et al. 2017). 
Las diferencias en los ELISAs se muestran en la Tabla 45. Como se 
puede observar, los niveles para OPG, Osteocalcina e ICTP resultaron 
significativamente diferentes entre grupos. Estas variables no se usaron como 
covariables en los estudios de regresión debido a que se determinaron en un 
pequeño grupo de la población, por lo que el tamaño muestral resultaba 
insuficiente para tal fin. 
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La significación estadística obtenida en las diferencias entre grupos para 
la osteocalcina (P=0.014), no hace sino reforzar los datos obtenidos en el 
análisis bioquímico, demostrando que existe un mayor nivel de esta proteína 
en las pacientes fracturadas. Este resultado es algo sorprendente, ya que la 
osteocalcina es un conocido marcador de formación ósea y el hecho de que 
esté aumentado podría deberse al profundo desequilibrio que existe en la 
homeostasis ósea hacia la resorción, que puede estar llevando al organismo a 
intentar compensar esta resorción aumentando la formación de nuevo hueso. 
La OPG se encontró significativamente aumentada en las pacientes 
fracturadas (P=0.032), lo que podría estar apoyando el hecho de que el 
metabolismo óseo esté más activo en estas pacientes. Este nivel aumentado de 
OPG favorece el bloqueo de la vía RANK/RANKL, lo que inhibe la 
maduración de los OCs, favoreciéndose la formación de hueso.  
El ICTP no es sino un fragmento liberado de la lisis del colágeno tipo I 
en ciertas enfermedades que cursan con deficiencias en el hueso, si bien el 
ICTP no se produce como fruto de la resorción ósea fisiológica mediada por 
catepsina-K, y está, por tanto, menos afectado por la menopausia que por 
patologías que cursen con lisis ósea. No obstante, decidimos usarlo para 
completar el estudio, por la importancia que tiene el colágeno tipo I en la 
microarquitectura ósea. Como podemos observar en la Tabla 45, los valores 
para este parámetro fueron significativamente distintos entre grupos 
(P=0.011), estando aumentados los niveles en el grupo de pacientes 
fracturadas. 
Si bien el uso de los marcadores bioquímicos clásicos de remodelado 
óseo, derivados de enzimas o colágeno es fundamental (Garnero 2014), éstos 
desafortunadamente exhiben un alto grado de variabilidad, lo que supone una 
limitación substancial para su uso como herramienta clínica (Seibel 2005). Por 
este motivo, en esta Tesis Doctoral uno de los objetivos fue encontrar 
biomarcadores séricos alternativos que informaran del riesgo de la fractura 
por fragilidad. 
En este contexto, los miRNAs están posicionándose como 
biomarcadores válidos en muchas patologías, principalmente como resultado 
de su estabilidad y facilidad de detección. Esta estabilidad se ha atribuido a su 
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encapsulación en microvesículas en suero o plasma (Cortez and Calin 2009). 
Además, los marcadores clásicos determinan por lo general los niveles del 
metabolismo final (p. e. CTx). Sin embargo, los miRNAs, debido a su 
especificidad, pueden indicar el proceso celular y molecular afectado, lo que 
puede dirigir a una mejor elección terapéutica. 
Al diseñar el experimento se tuvo en cuenta que las pacientes usadas 
como controles en el estudio hubieran sufrido una intervención lo más similar 
posible a nuestras pacientes de fractura, por lo que se escogieron mujeres que 
necesitaron un reemplazo de su cadera por una prótesis debido a una 
coxartrosis, lo que redujo la variabilidad entre grupos.  
Otra fortaleza del estudio fue intentar determinar un biomarcador en 
suero, debido a la accesibilidad del mismo y su facilidad de extracción en el 
caso de su posible aplicación en clínica.  
Tal como se ha detallado en el aparatado 3.8.1, se evitó el uso de suero 
hemolizado en la fase de elaboración del perfil, pero se decidió incluir un 
porcentaje de sueros hemolizados en la etapa de validación para comprobar su 
efecto. El hecho de los miRNAs con expresión diferencial detectados en suero 
no estuvieran afectados por la hemólisis puede suponer una gran ventaja en la 
práctica clínica, donde la obtención de sueros hemolizados no es infrecuente. 
Se han descrito los miRNAs miR-122-5p, miR-125b-5p, y miR-21-5p 
como preferencialmente expresados en suero de mujeres que han sufrido 
fractura de cadera debido a fragilidad con respecto a sueros de mujeres 
control. Mediante el análisis ROC se concluyó que estos tres miRNAs son 
biomarcadores valiosos para distinguir pacientes con fractura por fragilidad de 
controles, y podrían incluso llegar a ser marcadores para uso clínico, 
especialmente el miR-21-5p. 
Nuestros resultados están de acuerdo con los publicados en otro estudio 
(Seeliger et al. 2014), aunque el diseño experimental no fue el mismo. Este 
grupo estudió una población de pacientes fracturados, clasificándolos en 
osteoporóticos o no en función de los resultados densitométricos. En este 
estudio detectaron 15 miRNAs significativamente sobre-expresados en 
pacientes osteoporóticos, 9 de ellos en suero (miR-21, miR-23a miR-93, miR-
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100, miR-122a, miR-124a, miR-125b, y miR-148a) y 6 en tejido óseo (miR-
21, miR-23a, miR-24, miR-25, miR-100, and miR-125b miRNAs). 
Los tres miRNAs sobre-expresados en el suero de las pacientes 
fracturadas del presente trabajo aparecen en la lista de los 9 miRNAs de suero 
(miR-122-5p, miR-125b-5p, y miR-21-5p). De hecho, la sensibilidad y 
especificidad de estos tres miRNAs (Figura 67) era muy similar, incluso 
mejor, que aquellos del estudio de Seeliger y col., lo que indica que estos tres 
miRNAs pueden distinguir entre los pacientes con fractura ósea aquellos con 
osteoporosis (Seeliger et al. 2014), así como los pacientes de fractura ósea de 
los controles osteoartríticos. 
En este punto, tenemos que mencionar el comportamiento de miR-125b-
5p. El nivel de miR-125b-5p en el estadio de elaboración del perfil fue mayor 
en los controles (Figura 67), mientras que en el estadio de validación los 
niveles fueron mayores en los pacientes del grupo Fractura (Figura 68), lo que 
está de acuerdo con datos previos (Seeliger et al. 2014). Esto subraya la 
necesidad de validación, en muestras individuales, de los resultados de 
elaboración del perfil. 
En otro estudio (Garmilla-Ezquerra et al. 2015), se describió la expresión 
diferencial de 13 miRNAs (valor P nominal <0.05) entre OBs primarios de 
pacientes de fractura y controles osteoartríticos. Este estudio trató de replicar 
los valores de miR-210, ya que había sido asociado con la actividad 
osteoblástica en muestras de hueso humano en un estudio reciente (Mizunoa 
et al. 2009), si bien no encontraron significación estadística para el estadio de 
validación. En este estudio se usaron los mismos controles que el nuestro, si 
bien realizaron el ensayo en cultivos de OBs y no en suero. A pesar de esta 
diferencia se obtuvo un resultado similar para miR-210 (P=0.078 en nuestro 
estudio) (Figura 67). 
Además, la correlación detectada en nuestro estudio entre los niveles de 
miR-210 y la isoenzima ósea de la fosfatasa alcalina (r=0.52, P=0.007) 
sugiere la posible función osteoblástica de este miRNA. 
En contraste con los resultados de nuestro trabajo y los de Seeliger y 
col., hay una publicación reciente en que se analizan miRNAs en plasma de 
mujeres postmenopáusicas chinas (clasificadas como normales/ osteopénicas/ 
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osteoporóticas). En este trabajo, Li y col., detectaron tres miRNAs 
diferencialmente expresados entre estos grupos de mujeres (miR-21, miR-
133a, y miR-146a), con los niveles más altos en el grupo control (Li et al. 
2014b). 
Aunque los tres estudios citados se llevaron a cabo en poblaciones 
diferentes, y los tamaños muestrales son pequeños, es difícil conciliar los 
resultados de Li con los de Seeliger y los del presente trabajo. Existen, no 
obstante, pruebas convincentes que asocian el miR-21-5p con la función 
osteoclástica. Así, la Figura 69, que muestra la correlación entre los niveles de 
CTx y miR-21-5p, refleja su participación en osteoclastogénesis. 
De hecho, miR-21-5p es uno de los pocos miRNAs, junto con miR-223 y 
miR-155, que están directamente relacionados con diferenciación 
osteoclástica (Lian et al. 2012). En este estudio se buscaron miRNAs sobre-
expresados por inducción de la vía RANKL durante la diferenciación de 
células mono a multinucleadas. En este ensayo se comprobó que RANKL 
induce la expresión de miRNA-21-5p, lo que disminuye el nivel de proteína 
PDCD4, un inhibidor de c-Fos, por lo miR-21-5p elimina la represión de c-
Fos, en una mecanismo de feedforward, dado que c-Fos induce la expresión 
de miR-21-5p, lo que conduce a la diferenciación osteoclástica (Figura 71) 
(Sugatani et al. 2011). 
Por tanto, estos estudios sugieren que miR-21-5p es un miRNA pro-
osteoclastogénico, y curiosamente, su sobre-expresión durante la 
osteoclastogénesis está antagonizada por los estrógenos (Sugatani and Hruska 
2013). 
Respecto a los otros miRNAs, miR-122-5p está asociado con 
enfermedades de tejido conectivo y miR-125b-5p está involucrado en la 
regulación de la osteoblastogénesis. De hecho, miR-125b, que está regulado 
positivamente en el suero de pacientes con fractura por fragilidad, inhibe la 
osteoblastogénesis regulando negativamente la proliferación celular. En 
células mesenquimales murinas ST2, la expresión de miR-125b-5p se 
encuentra reducida tras el tratamiento celular con BMP-4. Además, miR-125b 
tiene un efecto negativo en la diferenciación osteoblástica porque su 
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sobreexpresión disminuye la actividad de la fosfatasa alcalina (Mizuno et al. 
2008). 
Figura 71. Regulación de miR-21-5p de la diferenciación osteoclástica [modificada 
de (Lian et al. 2012)]. 
5.4. Limitaciones de los estudios 
Los experimentos y ensayos de este trabajo de Tesis Doctoral no están 
exentos de limitaciones. En este apartado se intenta detallar, en la medida de 
lo posible, las limitaciones generales que hemos encontrado en los distintos 
estudios. 
Respecto a las poblaciones de estudio, a pesar de tener un número de 
integrantes considerable, en ensayos a gran escala en que se pretende estudiar 
un número elevado de polimorfismos es necesario tener cohortes muy grandes 
para alcanzar un poder estadístico considerable, debido a las limitaciones que 
impone la comparación por variantes múltiples. No obstante, en todos los 
estudios realizados en este Trabajo la potencia estadística fue muy buena, a 
pesar de la limitación del tamaño muestral. 
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En la conformación de la cohorte de fractura viene intrínseca la 
limitación de la obtención de unos controles adecuados para emparejar los 
casos. Se tomó la decisión de elegir a pacientes osteoartíticas debido a la 
posibilidad de tener acceso a la muestra de cuello femoral y poder tener 
cultivos de OBs primarios como control, ya que estas pacientes también 
requieren cirugía de reemplazo. El problema fundamental es la edad que 
presentan las pacientes fracturadas (79.9±8.6), que requieren intervención de 
urgencia sea cual sea su edad, en contraposición con las pacientes 
osteoartríticas, que suelen presentar problemas mucho antes, con lo que la 
cirugía se programa en una edad más temprana (69.2±9.6). Esta diferencia es 
significativa (P<0.001) y es posible que produzca algún sesgo en los 
resultados, de ahí que la corrección por edad haya sido completamente 
necesaria en todos los estudios realizados en esta cohorte. 
Otra peculiaridad en este trabajo de Tesis Doctoral ha sido el distinto 
tamaño muestral en cada estudio. Por lo general, se utilizaron todas las 
muestras disponibles en cada momento, que tuvieran asociados todos los datos 
densitométricos y antropométricos pertinentes. Como las cohortes no son 
estáticas y están en continuo crecimiento, los datos recopilados para ciertas 
pacientes han podido aumentar entre estudios y éstas han podido ser incluidas 
entre las muestras seleccionadas para estudios posteriores. 
La traslación de resultados a partir de estudios de análisis multigénico 
realizados en modelos animal y celular ha supuesto un pilar fundamental de 
este trabajo, pero la metodología ha variado entre ellos en función de las 
necesidades. El uso de la ratona OVX como modelo se ha justificado 
suficientemente, pero realizar el sacrificio transcurrido un mes desde la 
intervención obvia los cambios que se dan en los primeros días post-OVX, 
que son los principales cambios que afectan al metabolismo (García-Pérez et 
al. 2006a; c). No obstante, la elección de este momento para el sacrificio está 
justificada a fin de evitar los cambios en la expresión génica debido a la 
inflamación de la propia cirugía. Además, el modelo resulta más similar al de 
mujeres 5-10 años después de la menopausia. 
A nivel técnico, en estos estudios se usaron aproximaciones diferentes, y 
es que en el estudio traslacional a partir de médula ósea total se usaron pools 
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de muestras y en el estudio posterior realizado con las células B CD19
+
 se 
usaron muestras individuales. El objetivo de realizar los pools a partir de MO 
total fue minimizar los pasos entre el sacrificio de animales y la obtención de 
ARN con el objetivo de que éste fuera de la más alta calidad, además de 
incluir a un número mayor de animales optimizando los recursos económicos. 
Una vez optimizada la técnica, y habiendo comprobado la importancia de la 
célula B, se decidió apostar por este tipo celular, realizando el ensayo en 
muestras individuales. 
Respecto al estudio de microarrays que se realizó en el ensayo 
traslacional a partir de modelo celular de cultivos primarios de osteoblastos 
humanos, quizá la limitación principal ha sido la imposibilidad de realizar el 
ensayo con muestras de ARN obtenidas directamente del hueso tras la 
intervención. La decisión de realizar el ensayo con cultivos de osteoblastos se 
basó en la calidad de las muestras, ya que el ARN obtenido del hueso no 
alcanzaba la calidad suficiente para un ensayo de este tipo, que necesita una 
calidad óptima del ARN. 
La traslación de los resultados a pacientes se llevó a cabo en muestras de 
la cohorte DMO, que está compuesta por mujeres caucásicas, 
fundamentalmente postmenopáusicas, por lo que no está claro si los resultados 
pueden ser extrapolados a mujeres de diferente origen étnico o a pacientes 
masculinos. Además, no se dispuso de información sobre los hábitos 
dietéticos y/o actividad física de los participantes.  
Para evitar falsos positivos, sin embargo, se ha analizado una población 
de una región geográfica particular, descartándose subestructuras y se han 
utilizado covariables en el análisis estadístico y un test de correcciones 
múltiples para disminuir el riesgo de Error tipo I relacionado con la cantidad 
de SNPs analizados en algunos ensayos. Por lo tanto, aunque se ha tratado de 
evitar sesgos potenciales, es posible que algunos hayan podido permanecer. 
Se necesitan más estudios en diferentes cohortes para aclarar estas cuestiones 
y para evaluar la importancia real de nuestros hallazgos respecto a las 
asociaciones de SNPs a fenotipos óseos. 
En el estudio de asociación de SNPs en los genes CD40/CD40L, 
encontramos la limitación de la falta de determinados genotipos para ambos 
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SNPs. En este sentido suplimos esta falta de genotipos agrupando las mujeres 
según el modelo de herencia para cada SNP. 
Otra limitación de este ensayo es que nos hemos centrado en el estudio 
de los procesos transcripcionales y no se ha estudiado el efecto de los SNPs en 
la traducción proteica. 
 
 
5.5. Perspectivas futuras 
El estudio de las bases genéticas de la osteoporosis, y en general de las 
enfermedades multifactoriales complejas, es un campo de trabajo que no deja 
de sorprendernos con nuevas aproximaciones y nuevos hallazgos que, por lo 
general, a la vez que resuelven un problema, abren el campo de estudio a otros 
muchos nuevos aspectos. 
En nuestro caso, los estudios incluidos en este trabajo de Tesis Doctoral 
han sugerido nuevas vías de regulación de la homeostasis ósea hasta ahora 
inexploradas, aumentando, aún más si cabe, el ya de por sí nutrido campo de 
estudio. En este sentido el grupo tiene como objetivo principal continuar con 
la identificación de genes y polimorfismos asociados a los fenotipos óseos, 
explorando las rutas propuestas por los experimentos con modelos 
traslacionales. Asimismo, es fundamental describir la funcionalidad de los 
polimorfismos descritos, para corroborar su implicación real en el desarrollo 
de los fenotipos, y ser capaces de establecer la implicación de cada uno de 
ellos a nivel proteico. 
Nuestras aportaciones al campo de la Osteoinmunología, caracterizando 
el sistema CD40/CD40L, así como la contribución para esclarecer el papel de 
la célula B en la producción de OPG, suponen pasos adelante en la 
caracterización de la interacción de estos sistemas, y proponen explicaciones 
plausibles de qué está ocurriendo en el nicho de la médula ósea. Una 
posibilidad es establecer nuevos estudios caracterizando diferentes 
subpoblaciones de células B con el objetivo de esclarecer el papel de cada 
subtipo celular en la producción de OPG. 
La incorporación de nuevas pacientes a ambas cohortes continúa siendo 
un objetivo fundamental, ya que el aumento del tamaño de la cohorte conlleva 
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un aumento del poder estadístico de los estudios, lo que revierte en 
asociaciones más precisas e importantes. De la misma manera, en la medida 
de lo posible, es fundamental recopilar más datos de las mujeres de las 
cohortes, haciendo una labor de investigación a nivel administrativo, ya que 
encontrar un nuevo dato puede ser crucial a la hora de escoger a una paciente 
en un ensayo futuro. 
Esta Tesis Doctoral ha encabezado los estudios en el campo de la 
Epigenética en nuestro laboratorio, tanto con el estudio de funcionalidad de un 
SNP la región promotora del gen CD40 mediante cuantificación del grado de 
metilación de los sitios CpG, como con el estudio de miRNAs expresados en 
la fractura por fragilidad. 
En el caso del estudio de miRNAs se han aportado resultados 
prometedores que justifican la continuación de los estudios, de manera que se 
va a proceder a caracterizar en mayor profundidad el estado de las pacientes 
en el momento en que se produce la fractura. Una posibilidad es aumentar el 
tamaño muestral, comprobando el poder diagnóstico de miR-21 entre 
pacientes con fractura por fragilidad y pacientes sanos de la misma edad, e 
incluso establecer un ensayo longitudinal estableciendo el riesgo de fractura 
según este nuevo biomarcador. En cualquier caso, las posibilidades son 
múltiples, y todas pasan por una buena caracterización del paciente 
fracturado, para establecer parámetros capaces de predecir fractura y mejorar 
el estado de fragilidad asociado al envejecimiento. 
6. CONCLUSIONES
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1. En la replicación en nuestra cohorte de la asociación de tres
polimorfismos funcionales descritos previamente, se consiguió replicar
los resultados del SNP rs312009 situado en el gen LRP5, y parcialmente
los del SNP rs4876869 en el gen TNFRSF11B. Específicamente, las
mujeres de genotipo CC para el SNP del gen LRP5 mostraron un riesgo
de osteoporosis en columna lumbar 2.82 veces mayor que el resto de
mujeres. Nuestros resultados subrayan la importancia del gen LRP5 en el
metabolismo óseo y enfatizan en la necesidad de la replicación de
resultados previos en cohortes independientes.
2. Se aportan varias evidencias de la implicación del sistema CD40/CD40L
en la regulación de la homeostasis ósea. Estas evidencias son:
a. Se ha confirmado la asociación de SNPs en el gen CD40L a DMO de
columna lumbar. Esta confirmación no ha sido posible en el caso del
gen CD40 debido a la imposición de los tests para comparaciones
múltiples en los estudios en los que se incluyen varios SNPs.
b. Las mujeres homocigotas para el alelo T del SNP rs1883832 del gen
CD40 muestran una tendencia muy fuerte, a tener menor masa ósea en
ambas localizaciones esqueléticas. Estas mismas mujeres muestran
también una clara tendencia a tener niveles más bajos de OPG, que fue
significativa al comparar los niveles de OPG en mujeres de los cuartiles
extremos de DMO. Estos menores niveles de OPG en mujeres de este
genotipo podría explicar, al menos en parte, su menor DMO.
c. En el presente trabajo se describe un desequilibrio alélico en el SNP
rs1883832 del gen CD40, siendo el alelo C el más expresado, tanto en
linfocitos de sangre periférica, como en osteoblastos primarios.
d. Se ha detectado una metilación diferencial de varios sitios CpG
alrededor de SNP rs1883832 del gen CD40 entre las mujeres de alta y
baja DMO. Las mujeres con menor DMO tienen una mayor metilación
global de estos sitios CpGs.
e. Todos estos datos sugieren fuertemente que una menor producción de
OPG en las mujeres TT para el rs1883832 del gen CD40 podría ser la
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causa de su menor DMO. Esta menor producción de OPG podría ser 
consecuencia de una menor expresión de CD40 detectada en este 
trabajo para el alelo T como consecuencia de la metilación diferencial 
detectada. 
3. En el presente trabajo describimos dos enfoques traslacionales diferentes
con el fin de identificar genes candidatos para el estudio en el humano.
Ambos han proporcionado abundante información sobre rutas implicadas
en la regulación de la homeostasis ósea. El modelo animal consistió en la
comparación de la expresión génica global en médula ósea total (o
células B purificadas) entre ratonas sometidas o no a la ovariectomía. El
modelo celular consistió en la comparación de la expresión génica global
en osteoblastos primarios de mujeres fracturadas y mujeres controles
osteoartríticas. Hallazgos relevantes de este bloque son:
a. El análisis de las rutas diferencialmente expresadas tras la
ovariectomía en médula ósea total sitúa a la vía de regulación de la
célula B como la ruta más importante. Cuando se analizó la
expresión génica global en células B, las rutas más alteradas fueron
inflamación, señalización de interleuquinas, respuesta al estrés
oxidativo y vía Wnt, entre otras.
b. Se ha descrito una asociación a DMO de dos genes diferencialmente
expresados por la ovariectomía en el ratón, CD79A y GPX3. En el
presente trabajo se ha detectado una disminución en la expresión del
gen de la luciferasa cuando se clonó la región que contenía al SNP
rs1428922 del gen CD79A. Aunque la disminución se dio en ambos
alelos, ésta es más acusada para el alelo G. Este polimorfismo podría
ser funcional al unir algún factor de transcripción inhibidor de la
trascripción.
c. Esta es la primera vez que se describe la asociación de SNPs en los
genes CD80, CD86 y MMP9 a fenotipos óseos en mujeres
posmenopáusicas. Estos genes fueron diferencialmente expresados
en la célula B tras la ovariectomía.
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d. El ensayo traslacional realizado a partir de osteoblastos primarios
reveló la importancia de rutas como la inflamación mediada por
quimioquinas y citoquinas y de nuevo por la vía Wnt. Se describió
también la asociación del SNP rs87939 del gen CTNNB1 y del SNP
rs1366594 del gen MEF2C a DMO.
4. Con respecto a la funcionalidad del sistema CD40/CD40L en la
homeostasis ósea, la administración intraperitoneal de un anticuerpo
activador de CD40 disminuyó los niveles séricos de OPG de manera
dosis-dependiente, así como la producción de esta proteína por parte de
las células de médula ósea. Además, no se ha detectado la producción de
OPG en cultivos de células B CD19+ aisladas de médula ósea, ni en
cultivos de células de bazo, tanto a nivel de expresión génica como de
proteína. Estos resultados ponen en cuestión el papel de la célula B como
productora de OPG y hacen necesaria una revisión del tema.
5. Con respecto a la caracterización del fenotipo fractura ósea por
fragilidad, nuestros resultados señalan como predictores de riesgo a los
niveles séricos de fosfato y HDL junto con parámetros tan relevantes
para este fenotipo como la edad o la DMO, desplazando de los modelos
estadísticos a parámetros clásicos tales como el CTx o la propia edad, lo
que da una idea de su capacidad predictiva.
6. En el presente trabajo se describen varios microRNAs diferencialmente
expresados en osteoblastos primarios de mujeres con fractura de cadera
por fragilidad. De los analizados, 3 de ellos podrían convertirse en
biomarcadores de este fenotipo, miR-122-5p, miR-125-5p y miR-21-5p.
Específicamente, el microRNA miR-21-5p muestra una fuerte
correlación con los niveles de CTx en nuestra población, lo cual
representa una nueva evidencia de su relación con la osteoclastogénesis.
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ANEXO I. 
 Tabla A1. Datos antropométricos y densitométricos de la Cohorte DMO. 
Número Valor 
Edad (años) 1166 54.51±8.87 
Años desde menopausia (ADM) 1008 6.86±6.52 
Peso (kg) 1064 66.22±11.02 
Altura (cm) 1063 157.53±6.52 
IMC (kg/m2) 1063 26.72±4.4 
Estatus posmenopáusico (%) 1004 86.0 
Usuarias TH (%) 315 27.0 
DMOe-CF (g/cm2) 1008 0.797±0.125 
Valor T CF 1008 -0.978±1.085 
Valor Z CF 1007 -0.102±1.005 
DMOe-CL (g/cm2) 1001 0.992±0.153 
Valor T CL 1001 -1.23±2.02 
Valor Z CL 1000 -0.19±1.26 
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ANEXO II. Consentimiento Informado  
HOJA DE INFORMACIÓN AL PACIENTE  
 
Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigación titulado “Identificación  
de polimorfismos y genes asociados a la osteoporosis postmenopáusica: análisis genético y 
funcional” que está siendo realizado por el Dr. Miguel Ángel García Pérez de la Servicio de 
Fundación Investigación del Hospital Clínico de Valencia y que ha sido ya evaluado y 
aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica del Hospital Clínico Universitario de 
Valencia. 
 
Antecedentes:  
La osteoporosis es una patología esquelética que de no ser diagnosticada a tiempo 
puede ocasionar una fractura ósea y consecuentemente disminuir considerablemente la calidad 
de vida del paciente. Aunque en el desarrollo de esta patología intervienen factores tales como 
la dieta, los hábitos tóxicos (fumar o beber alcohol en exceso), el ejercicio físico, o 
determinados fármacos; el principal riesgo para sufrir osteoporosis está en los genes que 
heredamos cada uno. Sin embargo, en la actualidad, solo se conocen una pequeña cantidad de 
genes de susceptibilidad a la osteoporosis.  
 
¿Cuál es el objetivo de este estudio? 
Este proyecto de investigación pretende identificar nuevos genes y rutas metabólicas 
implicadas en el riesgo de sufrir osteoporosis y fractura óseo como consecuencia de esta 
patología. 
 
¿Por qué se le ha pedido que participe? 
Se le pide su participación en este estudio ya que ha sido diagnosticado de 
osteoporosis, o que está siendo controlado para ello, o que va ser sometido (o ha sido sometido) 
a una operación quirúrgica debido a una fractura osteoporótica o de remplazo de la cadera como 
consecuencia de osteoporosis y/o osteoartritis. 
 
¿En qué consiste su participación? ¿Qué tipo de pruebas o procedimientos se le 
realizarán? 
 Se le solicita permiso para utilizar con fines científicos una muestra sanguínea y/o 
muestras óseas que se le extraerán durante la operación quirúrgica de remplazo de la cadera y 
que de todas formas serian desechadas durante la operación. Asimismo, si su médico le receta 
un tratamiento, es posible que se le pida algún tubo de sangre adicional en las sucesivas 
extracciones sanguíneas a las que se someterá para controlar su patología y establecer si el 
tratamiento recetado está siendo eficaz para controlar su patología.  
 La participación en el presente proyecto no supone ninguna alteración del tratamiento 
que este llevando (si lo tiene) y todo tratamiento que se le pueda poner a partir de los estudios 
clínico-bioquímicos que se le realicen será siempre bajo criterio médico. 
 
¿Cuáles son los riesgos generales de participar en este estudio? 
 No se prevé ningún riesgo adicional para usted ya que utilizaremos para el estudio 
una pequeña parte de las muestras óseas que se le fueron extraídas durante el procedimiento 
quirúrgico o bien la toma de algún tubo adicional de sangre aprovechando la extracción que se 
le realizará para las distintas analíticas de rutina.  
 
¿Cuáles son los beneficios de la participación en este estudio? 
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Es muy posible que los resultados obtenidos en esta investigación tengan poco valor 
diagnóstico o predictivo para usted, pero podrá ayudar a conocer mejor su enfermedad y 
mejorar el pronóstico y el tratamiento de futuros pacientes. 
¿Qué pasará si decido no participar en este estudio? 
Su participación en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decida no 
participar en el estudio, esto no modificará el trato y seguimiento que de su enfermedad realicen 
ni su médico ni el resto del personal sanitario que se ocupa de su enfermedad. Así mismo, 
podrá retirarse del estudio en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones. 
Si hay extracción de sangre hay que indicar: El riesgo previsible de su participación 
únicamente será el mínimo riesgo que conlleva la extracción de una muestra de sangre, que 
incluye molestias, dolor, enrojecimiento e hinchazón y/o pequeños hematomas en el lugar del 
brazo donde se ha producido la extracción. 
¿A quién puedo preguntar en caso de duda? 
Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los 
pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para su participación. 
Así mismo, podrá solicitar cualquier explicación que desee sobre cualquier aspecto 
del estudio y sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con el investigador principal 
del proyecto, el Dr. Miguel Ángel García Pérez en el teléfono 963983087 o bien con el Dr. 
Damián Mifsut Miedes, Jefe de Sección de Cirugía Ortopédica y Traumatología del Hospital 
Clínico de Valencia. 
Confidencialidad: 
Todos sus datos, así como toda la información médica relacionada con su enfermedad 
será tratada con absoluta confidencialidad por parte del personal encargado de la investigación. 
Así mismo, si los resultados del estudio fueran susceptibles de publicación en revistas 
científicas, en ningún momento se proporcionaran datos personales de los pacientes que han 
colaborado en esta investigación. 
Tal y como contempla la Ley de Protección de Datos de Carácter Personal, podrá 
ejercer su derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el investigador 
principal de este estudio. 
¿Qué pasará con las muestras biológicas obtenidas durante la investigación? 
Durante su participación en este estudio, se le extraerá una muestra de tejido óseo y/o 
muestras sanguíneas. Estas muestras serán siempre utilizadas con fines científicos, pudiéndose 
utilizar si usted así lo autoriza en el marco de otros proyectos de investigación que tengan como 
objetivo el estudio de su enfermedad y que previamente hayan sido evaluados y aprobados por 
el Comité Ético de Investigación Clínica del Hospital. 
Además, este material no será bajo ningún concepto ni en ningún momento motivo de 
lucro, bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar estudios sobre los 
mismos. 
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CONSENTIMIENTO INFORMADO 
Título del Proyecto titulado: Identificación  de polimorfismos y genes asociados a la osteoporosis 
postmenopáusica: análisis genético y funcional. 
Investigador principal: Miguel Ángel García Pérez 
Servicio: Fundación para la Investigación del Hospital Clínico de Valencia. 
Yo, ______________________________________________ he sido informado por el Dr. Damián Mifsut 
Miedes, colaborador del proyecto de investigación arriba mencionado, y declaro que: 
- He leído la Hoja de Información que se me ha entregado 
- He podido hacer preguntas sobre el estudio 
- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas 
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ANEXO III 
Tabla A2. Listado de miRNAs incluidos en el panel miRCURY LNA Universal RT 
microRNA PCR, Serum/Plasma Focus microRNA PCR Panel, 384 wells (V3.M, 
EXIQON). 
let-7a-5p miR-133b miR-185-5p miR-223-3p miR-324-5p miR-484 
let-7b-3p miR-136-5p miR-186-5p miR-223-5p miR-32-5p miR-485-3p 
let-7b-5p miR-139-5p miR-18a-3p miR-22-3p miR-326 miR-486-5p 
let-7c miR-140-3p miR-18a-5p miR-22-5p miR-328 miR-495-3p 
let-7d-3p miR-140-5p miR-18b-5p miR-23a-3p miR-331-3p miR-497-5p 
let-7d-5p miR-141-3p miR-190a miR-23b-3p miR-335-5p miR-500a-5p 
let-7e-5p miR-142-3p miR-191-5p miR-24-3p miR-338-3p miR-501-3p 
let-7f-5p miR-142-5p miR-192-5p miR-25-3p miR-339-3p miR-502-3p 
let-7g-5p miR-143-3p miR-193b-3p miR-26a-5p miR-339-5p miR-505-3p 
let-7i-3p miR-144-3p miR-194-5p miR-26b-5p miR-33a-5p miR-532-3p 
let-7i-5p miR-144-5p miR-195-5p miR-27a-3p miR-342-3p miR-532-5p 
miR-1 miR-145-5p miR-197-3p miR-27b-3p miR-346 miR-543 
miR-101-3p miR-146a-5p miR-199a-3p miR-28-3p miR-34a-5p miR-551b-3p 
miR-103a-3p miR-146b-5p miR-199a-5p miR-28-5p miR-361-3p miR-574-3p 
miR-106a-5p miR-148a-3p miR-19a-3p miR-296-5p miR-363-3p miR-584-5p 
miR-106b-3p miR-148b-3p miR-19b-3p miR-29a-3p miR-365a-3p miR-590-5p 
miR-106b-5p miR-150-5p miR-200a-3p miR-29a-5p miR-374a-5p miR-605 
miR-107 miR-151a-3p miR-200c-3p miR-29b-2-5p miR-374b-5p miR-629-5p 
miR-10a-5p miR-151a-5p miR-204-5p miR-29b-3p miR-375 miR-652-3p 
miR-10b-5p miR-152 miR-205-5p miR-29c-3p miR-376a-3p miR-660-5p 
miR-122-5p miR-154-5p miR-208a miR-301a-3p miR-378a-3p miR-766-3p 
miR-125a-5p miR-155-5p miR-20a-3p miR-30a-5p miR-382-5p miR-885-5p 
miR-125b-5p miR-15a-5p miR-20a-5p miR-30b-5p miR-409-3p miR-92a-3p 
miR-126-3p miR-15b-3p miR-20b-5p miR-30c-5p miR-421 miR-92b-3p 
miR-127-3p miR-15b-5p miR-210 miR-30d-5p miR-423-3p miR-93-3p 
miR-128 miR-16-2-3p miR-2110 miR-30e-3p miR-423-5p miR-93-5p 
miR-130a-3p miR-16-5p miR-215 miR-30e-5p miR-424-5p miR-95 
miR-130b-3p miR-17-5p miR-21-5p miR-320a miR-425-3p miR-99a-5p 
miR-132-3p miR-181a-5p miR-221-3p miR-320b miR-425-5p miR-99b-5p 
miR-133a miR-182-5p miR-222-3p miR-324-3p miR-451a 
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ANEXO IV 
Tabla A3.  Análisis del modelo de herencia para los distintos SNPs analizados en los 
genes CD40 y CD40L. 
Gen 
Genotipo N (frecuencia) DMOe-CF DMOe-CL 
SNP (rs) 
CD40 AA 45 (0.06) 0.806±0.018 1.009±0.053 
rs1800686 AG 265 (0.35) 0.814±0.007 1.015±0.010 
 GG 457 (0.59) 0.806±0.006 1.005±0.007 
 P-valor  0.49 0.43 
 (mejor modelo)  (dominante) (dominante) 
 CC 454 (0.58) 0.807±0.006 1.005±0.007 
rs752118 CT 279 (0.36) 0.812±0.007 1.014±0.010 
 TT 44 (0.06) 0.807±0.018 0.999±0.026 
 P-valor  0.67 0.54 
 (mejor modelo)  (dominante) (dominante) 
 CC 390 (0.50) 0.810±0.006 1.013±0.008 
rs1883832 CT 321 (0.41) 0.814±0.007 1.011±0.009 
 TT 68 (0.09) 0.773±0.017 0.968±0.017 
 P-valor  0.015 0.027 
 (mejor modelo)  (recesivo) (recesivo) 
 AA 35 (0.05) 0.828±0.018 1.027±0.025 
rs745307 AG 294 (0.38) 0.805±0.007 1.016±0.010 
 GG 441 (0.57) 0.810±0.006 1.002±0.007 
 P-valor  0.36 0.18 
 (mejor modelo)  (recesivo) (dominante) 
 GG 387 (0.50) 0.810±0.006 1.013±0.008 
rs4810485 GT 311 (0.41) 0.816±0.007 1.013±0.009 
 TT 69 (0.09) 0.772±0.016 0.966±0.017 
 P-valor  0.0093 0.017 
 (mejor modelo)  (recesivo) (recesivo) 
 CC 720 (0.93) 0.809± 0.005 1.008±0.006 
rs11569317 CG 53 (0.07) 0.810±0.018 1.010±0.020 
 GG 1 (0.001) 0.750 0.980 
 P-valor  0.62 0.85 
 (mejor modelo)  (recesivo) (recesivo) 
 GG 610 (0.79) 0.810±0.005 1.010±0.006 
rs3746821 GT 149 (0.19) 0.801±0.010 0.996±0.013 
 TT 10 (0.01) 0.862±0.043 1.103±0.048 
 P-valor  0.22 0.064 
 (mejor modelo)  (recesivo) (recesivo) 
 AA 14 (0.02) 0.796±0.322 0.975±0.034 
rs11569333 GA 180 (0.23) 0.820±0.009 1.022±0.013 
 GG 573 (075) 0.807±0.005 1.004±0.006 
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P-valor 0.26 0.26 
(mejor modelo) (dominante) (dominante) 
AA 39 (0.05) 0.807±0.018 0.994±0.027 
rs3765459 GA 247 (0.32) 0.814±0.008 1.009±0.010 
GG 481 (0.63) 0.807±0.006 1.009±0.007 
P-valor 0.53 0.57 
(mejor modelo) (dominante) (recesivo) 
CD40L AA 513 (0.66) 0.812±0.005 1.004±0.007 
rs3092952 AG 236 (0.31) 0.802±0.008 1.019±0.011 
GG 23 (0.03) 0.793±0.026 0.997±0.039 
P-valor 0.27 0.27 
(mejor modelo) (dominante) (dominante) 
AA 112 (0.14) 0.803±0.011 0.993±0.014 
rs3092949 GA 352 (0.46) 0.812±0.006 1.002±0.008 
GG 309 (0.40) 0.807±0.007 1.020±0.009 
P-valor 0.59 0.075 
(mejor modelo) (recesivo) (dominante) 
AA 7 (0.01) 0.751±0.050 0.992±0.059 
rs3092946 AT 130 (0.17) 0.812±0.011 1.045±0.016 
TT 635 (0.82) 0.809±0.005 1.001±0.006 
P-valor 0.20 0.0055 
(mejor modelo) (recesivo) (dominante) 
CC 17 (0.02) 0.807±0.034 1.040±0.046 
rs1126535 TC 213 (0.28) 0.809±0.008 1.030±0.011 
TT 540 (0.70) 0.808±0.005 0.998±0.007 
P-valor 0.92 0.0097 
(mejor modelo) (dominante) (dominante) 
AA 3 (0.004) 0.853±0.065 1.035±0.076 
rs5930973 GA 90 (0.12) 0.811±0.012 1.008±0.016 
GG 681 (0.88) 0.808±0.005 1.008±0.006 
P-valor 0.52 0.76 
(mejor modelo) (recesivo) (recesivo) 
CC 6 (0.01) 0.745±0.024 1.013±0.048 
rs3092923 CT 141 (0.18) 0.803±0.107 1.010±0.014 
TT 629 (0.81) 0.810±0.005 1.009±0.006 
P-valor 0.2 0.92 
(mejor modelo) (recesivo) (dominante) 
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ANEXO V 
Tabla A4. Genes cuya expresión cambia significativamente con la ovariectomía. La 
tabla muestra la sonda de Affymetrix, el estadístico T y el P-valor que se obtiene con 
el software GEPAS, usado en este estudio para analizar la expresión diferencial. Un 
valor de estadístico T positivo indica regulación positiva, mientras que un valor 
negativo indica regulación negativa. 
Gen Descripción ID sonda T P-valor 
Dntt Deoxynucleotidyltransferase, terminal 1449757_x_at 17.4 2.3E-06 
Slamf7 SLAM family member 7 1453472_a_at 15.3 5.0E-06 
1700018P08RIK RIKEN cDNA 1700018P08 gene 1432854_at 13.6 9.9E-06 
Neil1 Nei endonuclease VIII-like 1 (E. coli) 1452871_at 13.0 1.3E-05 
Coa6 Cytochrome c oxidase assembly factor 6 1429061_at 13.0 1.3E-05 
Sox4 SRY-box containing gene 4 
1449370_at, 
1433575_at 12.7 1.4E-05 
Il7r Interleukin 7 receptor 1448575_at 12.4 1.7E-05 
Pold4 Polymerase (DNA-directed), delta 4 1427885_at 12.4 1.7E-05 
Dpp4 Dipeptidyl-peptidase 4 
1416697_at, 
1441342_at 12.3 1.7E-05 
Blnk B-cell linker 1451780_at 11.3 2.9E-05 
Cplx2 Complexin 2 1436383_at 11.2 3.1E-05 
Bach2 BTB and CNC homology 2 
1437667_a_at, 
1441657_at 11.1 3.3E-05 
Txndc11 Thioredoxin domain containing 11 1448782_at 11.0 3.4E-05 
Xrcc6 
X-ray repair complementing defective repair 
in Chinese hamster cells 6 1417437_at 10.7 3.9E-05 
Sox5 SRY-box containing gene 5 1440827_x_at 10.3 4.8E-05 
Arl5a ADP-ribosylation factor-like 5A 1433951_at 10.3 4.9E-05 
Gpam 
Glycerol-3-phosphate acyltransferase, 
mitochondrial 1419499_at 10.3 5.0E-05 
CD79a 
CD79a antigen, immunoglobulin-associated 
alpha 1418830_at 10.3 5.0E-05 
CD72 CD72 antigen 1426112_a_at 10.2 5.2E-05 
Fbxw5 F-box and WD-40 domain protein 5 1417476_at 10.2 5.2E-05 
Csrp2 Cysteine and glycine-rich protein 2 1420731_a_at 10.1 5.4E-05 
Cnp 2',3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase 1437341_x_at 10.1 5.5E-05 
CD93 CD93 antigen 
1456046_at, 
1419589_at 10.0 5.8E-05 
Aff3 AF4/FMR2 family, member 3 1433939_at 9.8 6.7E-05 
Foxp1 Forkhead box P1 
1455242_at, 
1435221_at 9.8 6.7E-05 
Trp53i11 Tumor protein p53 inducible protein 11 1436919_at 9.7 6.7E-05 
Capsl Calcyphosine-like 1429891_at 9.5 7.6E-05 
Rhoh Ras homolog gene family, member H 1429319_at 9.3 8.9E-05 
D10Wsu52e 
DNA segment, Chr 10, Wayne State 
University 52, expressed  1420129_s_at 9.2 9.4E-05 
Dnajc7 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, 
member 7 1448362_at 9.1 1.0E-04 
Ccr7 Chemokine (C-C motif) receptor 7 1423466_at 9.0 1.1E-04 
Ndufs8 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S 
protein 8 
1423908_at, 
1434213_x_at 
9.0 1.1E-04 
Wdr3 WD repeat domain 3 1433746_at 8.9 1.1E-04 
Sec63 SEC63 homolog (S. cerevisiae) 1419819_s_at 8.9 1.1E-04 
9630023C09RIK RIKEN cDNA 9630023C09 gene 1441977_at 8.8 1.2E-04 
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Otud7b OTU domain containing 7B 1435552_at 8.8 1.2E-04 
1700095J03RIK RIKEN cDNA 1700095J03 gene 1430157_at 8.7 1.3E-04 
Zkscan16 
Zinc finger with KRAB and SCAN domains 
16  1435407_at 8.6 1.3E-04 
Fhit Fragile histidine triad gene 1425893_a_at 8.6 1.3E-04 
Igll1 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 1 1420176_x_at 8.5 1.5E-04 
Ebpl Emopamil binding protein-like 1417298_at 8.5 1.5E-04 
4933439C10RIK RIKEN cDNA 4933439C10 gene 
1456408_x_at, 
1438437_a_at 8.4 1.5E-04 
Il2ra Interleukin 2 receptor, alpha 1420692_at 8.4 1.6E-04 
A130040M12RIK RIKEN cDNA A130040M12 gene 1428909_at 8.4 1.6E-04 
Cxxc5 CXXC finger 5 1431469_a_at 8.3 1.6E-04 
Cpm Carboxypeptidase M 
1429413_at, 
1453009_at 8.2 1.7E-04 
Lrmp Lymphoid-restricted membrane protein 1448409_at 8.2 1.8E-04 
Rabgap1l RAB GTPase activating protein 1-like 1453365_at 8.1 1.9E-04 
Irf4 Interferon regulatory factor 4 1421173_at 8.0 2.0E-04 
Slamf6 SLAM family member 6 1420659_at 8.0 2.0E-04 
Zfp706 Zinc finger protein 706 1426679_at 8.0 2.1E-04 
D130062J21RIK RIKEN cDNA D130062J21 gene 1446929_at 7.9 2.2E-04 
Coq7 Demethyl-Q 7 1416665_at 7.9 2.3E-04 
Tmem218 Transmembrane protein 218 1417174_at 7.8 2.3E-04 
Myl4 Myosin, light polypeptide 4 1422580_at 7.8 2.3E-04 
Syk Spleen tyrosine kinase 1418261_at 7.8 2.4E-04 
Cox16 
COX16 cytochrome c oxidase assembly 
homolog (S. cerevisiae) 1450895_a_at 7.8 2.4E-04 
Endou Endonuclease, polyU-specific 1449938_at 7.6 2.8E-04 
1810059H22RIK RIKEN cDNA 1810059H22 gene 1440283_at 7.5 2.9E-04 
Ero1lb ERO1-like beta (S. cerevisiae) 1434714_at 7.5 3.0E-04 
Vpreb3 Pre-B lymphocyte 3 1422921_at 7.4 3.0E-04 
Spata18 Spermatogenesis associated 18 1430351_at 7.4 3.0E-04 
2010001E11Rik RIKEN cDNA 2010001E11 gene 1451760_s_at 7.4 3.1E-04 
Rpl19 Ribosomal protein L19 1416219_at 7.4 3.2E-04 
Ptprk 
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, 
K 1441276_at 7.3 3.3E-04 
Pfdn5 Prefoldin subunit 5 1460637_s_at 7.3 3.4E-04 
B9d2 B9 protein domain 2 1427947_at 7.3 3.5E-04 
Chchd10 
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain 
containing 10 1436990_s_at 7.2 3.6E-04 
Rpl14 Ribosomal protein L14 1426793_a_at 7.2 3.6E-04 
Pafah1b3 
Platelet-activating factor acetylhydrolase, 
isoform 1b, subunit 3 1416410_at 7.2 3.7E-04 
Cnn3 Calponin 3, acidic 1455570_x_at 7.2 3.7E-04 
2010001M09Rik RIKEN cDNA 2010001M09 gene  1428947_at 7.2 3.7E-04 
6330509M05RIK RIKEN cDNA 6330509M05 gene 1454897_at 7.2 3.7E-04 
Plekho1 
Pleckstrin homology domain containing, 
family O member 1 1417128_at 7.2 3.8E-04 
FAM71E1 
Family with sequence similarity 71, member 
E1 1437710_x_at 7.1 3.8E-04 
Pyhin1 Pyrin and HIN domain family, member 1 1435330_at 7.1 3.9E-04 
Gh Growth hormone 1460613_x_at 7.1 3.9E-04 
4930563E18RIK RIKEN cDNA 4930563E18 gene 1432031_at 7.1 4.0E-04 
Edaradd EDAR-associated death domain 1433133_at 7.0 4.4E-04 
Tnfrsf19 
Tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 19 1448147_at 6.9 4.5E-04 
Churc1 Churchill domain containing 1 1425455_a_at 6.9 4.5E-04 
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Rag1 Recombination activating gene 1 1450680_at 6.9 4.5E-04 
Ccm2 Cerebral cavernous malformation 2 1456290_x_at 6.9 4.6E-04 
Cecr2 
Cat eye syndrome chromosome region, 
candidate 2 1431014_at 6.9 4.6E-04 
Igf2bp3 
Insulin-like growth factor 2 mRNA binding 
protein 3 1422610_s_at 6.9 4.6E-04 
Ebf1 Early B-cell factor 1 
1448293_at, 
1416302_at 6.9 4.7E-04 
Ptprcap 
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, 
C-associated protein 1448511_at 6.9 4.7E-04 
Adnp2 ADNP homeobox 2 1446463_at 6.8 5.0E-04 
Ablim1 Actin binding LIM protein 1 1454708_at 6.8 5.1E-04 
Vil1 Villin 1 1448837_at 6.8 5.1E-04 
Gimap1 GTPase, IMAP family member 1 1449988_at 6.7 5.2E-04 
Ccdc12 Coiled-coil domain containing 12 1424517_at 6.7 5.2E-04 
5330403D14RIK RIKEN cDNA 5330403D14 gene 1453395_at 6.7 5.3E-04 
Clic5 Chloride intracellular channel 5 1456873_at 6.7 5.4E-04 
Slc12a3 Solute carrier family 12, member 3  1422856_at 6.7 5.4E-04 
1700021K19Rik RIKEN cDNA 1700021K19 gene 1428243_at 6.7 5.4E-04 
Bcat1 Branched chain aminotransferase 1, cytosolic 1450871_a_at 6.7 5.4E-04 
E330020D12RIK Riken cDNA E330020D12 gene 1444177_at 6.7 5.5E-04 
Snx30 Sorting nexin family member 30 1456479_at 6.7 5.5E-04 
Btla B and T lymphocyte associated 1455656_at 6.6 5.7E-04 
Marcks 
Myristoylated alanine-rich protein kinase C 
substrate 1415971_at 6.6 5.7E-04 
Rnf169 Ring finger protein 169 1434207_at 6.6 5.9E-04 
Rps3 Ribosomal protein S3 1455600_at 6.6 5.9E-04 
Kif5c Kinesin family member 5C 1450804_at 6.6 5.9E-04 
Ly6d Lymphocyte antigen 6 complex, locus D 1416930_at 6.6 5.9E-04 
Plekha2 
Pleckstrin homology domain containing, 
family A 1417288_at 6.5 6.1E-04 
Rsph9 
Radial spoke head 9 homolog 
(Chlamydomonas) 1424763_at 6.5 6.1E-04 
1700030K09Rik RIKEN cDNA 1700030K09 gene 1424447_at 6.5 6.1E-04 
CD79b CD79b antigen 1417640_at 6.5 6.2E-04 
RPTOR 
Regulatory associated protein of MTOR, 
complex 1 1430784_a_at 6.5 6.3E-04 
CD40 CD40 antigen 1449473_s_at 6.5 6.3E-04 
AU022436 Expressed sequence AU022436 1459236_at 6.5 6.4E-04 
Ralgps2 
Ral GEF with PH domain and SH3 binding 
motif 2 1417230_at 6.5 6.5E-04 
Hmg20b High-mobility group 20B 1417637_a_at 6.4 6.6E-04 
Lgr5 
Leucine-rich repeat-containing G protein-
coupled receptor 5 1450988_at 6.4 6.6E-04 
Rps7 Ribosomal protein S7 1455364_a_at 6.4 6.7E-04 
Unc119b Unc-119 homolog B (C. elegans) 1437961_x_at 6.4 6.8E-04 
Sesn3 Sestrin 3 1449303_at 6.4 6.8E-04 
Vpreb1 Pre-B lymphocyte 1 1449869_at 6.4 6.9E-04 
Pappa 
Pregnancy-associated plasma protein A, 
pappalysin 1 1432592_at 6.4 6.9E-04 
Ttc39c Tetratricopeptide repeat domain 39C 1426223_at -6.4 6.7E-04 
Mapk13 Mitogen-activated protein kinase 13 1448871_at -6.4 6.6E-04 
Sorl1 
Sortilin-related receptor, L(DLR class) A 
repeats-containing 1426258_at -6.5 6.5E-04 
Crabp2 Cellular retinoic acid binding protein 2 1451191_at -6.5 6.5E-04 
Arhgef12 Rho guanine nucleotide exchange factor 1423902_s_at -6.5 6.5E-04 
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(GEF) 12 
Kng1 Kininogen 1 1426045_at -6.5 6.4E-04 
Fgd4 
FYVE, RhoGEF and PH domain containing 
4 1425037_at -6.6 5.9E-04 
Snx15 Sorting nexin 15 1424337_at -6.6 5.9E-04 
Gria3 Glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 3 1434728_at -6.6 5.9E-04 
Mxd1 MAX dimerization protein 1 1434830_at -6.6 5.8E-04 
Pi16 Peptidase inhibitor 16 1453839_a_at -6.6 5.8E-04 
Cxcr2 Chemokine (C-X-C motif) receptor 2 1421734_at -6.6 5.7E-04 
Dgat1 Diacylglycerol O-acyltransferase 1 1418295_s_at -6.7 5.6E-04 
Atxn1 Ataxin 1 1438294_at -6.8 5.1E-04 
Pld1 Phospholipase D1 1437113_s_at -6.8 5.1E-04 
Irg1 Immunoresponsive gene 1 1427381_at -6.8 4.8E-04 
Galnt3 
UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 3 (GalNAc-
T3) 1417588_at -7.0 4.3E-04 
Pnkp Polynucleotide kinase 3'-phosphatase 1416378_at -7.0 4.3E-04 
Lims1 
LIM and senescent cell antigen-like domains 
1 1441411_at -7.0 4.1E-04 
Pqlc1 PQ loop repeat containing 1 1426567_a_at -7.1 3.9E-04 
Plk4 Polo-like kinase 4 1419838_s_at -7.1 3.9E-04 
Gdpd2 
Glycerophosphodiester phosphodiesterase 
domain containing 2 1429076_a_at -7.1 3.9E-04 
Gca Grancalcin 1424698_s_at -7.2 3.7E-04 
Plcb1 Phospholipase C, beta 1 1435043_at -7.2 3.7E-04 
Hook3 Hook homolog 3 (Drosophila) 1446737_a_at -7.2 3.7E-04 
Mapkapk3 
Mitogen-activated protein kinase-activated 
protein kinase 3 1437494_at -7.2 3.6E-04 
Ibsp Integrin-binding sialoprotein 1417484_at -7.2 3.5E-04 
Tmem56 Transmembrane protein 56 1434553_at -7.3 3.3E-04 
Gata1 GATA binding protein 1 1449232_at -7.5 3.0E-04 
Ccdc158 Coiled-coil domain containing 158 1442273_at -7.5 2.9E-04 
Asprv1 Aspartic peptidase, retroviral-like 1 1452732_at -7.5 2.8E-04 
USP46 Ubiquitin specific peptidase 46 1436518_at -7.6 2.8E-04 
Tnfsf13b 
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, 
member 13b 1460255_at -7.6 2.6E-04 
Rsad2 
Radical S-adenosyl methionine domain 
containing 2 1421009_at -7.7 2.6E-04 
Gpi1 Glucose phosphate isomerase 
1420997_a_at, 
1450081_x_at -7.7 2.5E-04 
Top1 Topoisomerase (DNA) I 1423474_at -7.7 2.5E-04 
Fbxo7 F-box protein 7 1452739_at -7.7 2.5E-04 
Klf1 Kruppel-like factor 1 (erythroid) 1418600_at -7.8 2.3E-04 
Tuba4a Tubulin, alpha 4a 1417373_a_at -7.8 2.3E-04 
Samd9l Sterile alpha motif domain containing 9-like 1460603_at -7.8 2.3E-04 
Gpx3 Glutathione peroxidase 3 1449106_at -7.8 2.3E-04 
Pdzd8 PDZ domain containing 8 1439088_at -7.9 2.2E-04 
Atrnl1 Attractin-like 1 1419922_s_at -7.9 2.1E-04 
Hnrpll 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-
like 1427144_at -8.2 1.8E-04 
Ppox Protoporphyrinogen oxidase 1416618_at -8.3 1.7E-04 
C3 Complement component 3 1423954_at -8.6 1.4E-04 
2810037O22RIK RIKEN cDNA 2810037O22 gene 1428866_at -9.1 1.0E-04 
B4galt6 
UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- 
galactosyltransferase, polypeptide 6 
1423228_at -9.1 9.7E-05 
Anexos 
 
372 
 
Tab3 
TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 
binding protein 3 1428762_at -9.2 9.6E-05 
Met Met proto-oncogene 1434447_at -9.2 9.3E-05 
2010002M12Rik RIKEN cDNA 2010002M12 gene  1457976_at -9.4 8.4E-05 
Tcn2 Transcobalamin II 1457825_x_at -9.9 6.1E-05 
Gpr50 G protein-coupled receptor 50 1455498_at -10.0 5.7E-05 
Irak3 Interleukin-1 receptor-associated kinase 3 1435040_at -10.0 5.6E-05 
Fpr2 Formyl peptide receptor 2 1422953_at -10.8 3.7E-05 
Fbln5 Fibulin 5 1416164_at -11.2 3.1E-05 
Slfn12 Schlafen family member 12 1427102_at -11.5 2.6E-05 
Agps Alkylglycerone phosphate synthase 1454918_at -13.0 1.3E-05 
Aldh1a2 
Aldehyde dehydrogenase 1 family, member 
A2 1422789_at -17.1 2.6E-06 
Abtb1 
Ankyrin repeat and BTB (POZ) domain 
containing 1 1417000_at -19.9 1.0E-06 
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ANEXO VI 
Tabla A5. Genes incluidos en las 10 redes más significativamente representadas. La 
tabla muestra las funciones representadas en cada red, la puntuación y los genes 
diferencialmente expresados presentes en esa red (moléculas clave). Para cada red, los 
genes sobreexpresados se muestran en negrita y los infraexpresados están 
subrayados.  
ID Funciones principales Moléculas en la red Puntuación 
Moléculas 
clave 
1 
Desarrollo celular, 
desarrollo y función del 
sistema hematopoyético 
y  respuesta inmune 
humoral.  
Actin, BCR, BLNK, C3, CCR7, CD40, CD72, 
CD79A, CD79B, CLIC5, CXCR2, DGAT1, 
DNTT, EBF1, IGLL1, Igm, IL2RA, 
Immunoglobulin, MAPK13, MARCKS, MET, 
NFkB, P38 MAPK, PAFAH1B3, Pi3-kinase, PLC 
gamma, PNKP, PTPRCAP, RPS3, Shc, SYK, 
TNFSF13B, VAV, VPREB1, XRCC6 
43 25 
2 
Enfermedades 
neurológicas, 
desórdenes genéticos, 
desórdenes musculo-
esqueléticos.  
AHCY, ANXA1, ATP6V1E1, B4GALT6, 
C22ORF28, CCDC158, CKB, CNN3, CRABP2, 
CSRP2, DDX1, ECHS1, EEF2, ESRRA, FBXO7, 
GLI1, GLRX3, GPI, GRIA3, LDHA, MDH2, 
NAGK, PDHB, PRDX6, RALGPS2, RPL14, 
RPL19, RPS3, RPS7, RXRA, SESN3, SLC2A4, 
TK1, TKT, YWHAZ 
21 15 
3 
Muerte celular, 
metabolismo de 
carbohidratos, 
desórdenes del sistema 
endocrino. 
AFF3, APP, ARHGEF12, BLNK, DUT, EGFR, 
FLNB, GPAM, GRAP2, GRB2, IRF4, IRS1, 
KIF5A, KIF5C, LINGO1, LY6D, MAP4K1, 
NCK, PIK3C2B, PLCG1, PLD2, PLEKHA2, 
PLXNB1, PPARG, PPFIA4, PTPRK, RAG1, 
RPTOR, SH2D1A, SH2D1B, SHANK2, 
SLAMF6, SLAMF7, SORL1, 
TEC/BTK/ITK/TXK/BMX 
19 14 
4 
Metabolismo lipídico, 
bioquímica de pequeñas 
moléculas, ensamblaje 
y organización celular.  
ABLIM1, Alpha tubulin, Beta Tubulin, CD2, 
CLIP1, CNP, CXCL9, CXCL10, DPP4, DSTN, F 
Actin, FGD4, FHIT, GH1, HNRPLL, IRG1, Pak, 
PFDN1, PFDN2, PFDN4, PFDN5, PFDN6, 
PLCB1, Pld, PLD1, PLD2, SNCA, STAT1, 
STMN1, TBCD, TUBA4A, Tubulin, VBP1, 
VIL1, ZYX 
17 13 
5 
Replicación, 
recombinación y 
reparación del ADN, 
enfermedades 
hematológicas, cáncer. 
ATP5C1, BCAT1, DDX1, DDX17, DNTT, 
FBLN5, GABPA, GDPD2, IL7R, KCNMA1, 
KNG1, MYC, NEIL1, PCNA, PDGFRB, PDIA3, 
PGK1, PLC, POLB, POLD1, POLD2, POLD3, 
POLD4, RPS7, RPS19, RPS20, RSAD2, 
SHMT1, SLC12A3, SLC2A1, SNX1, SNX2, 
SNX15, WRN, XRCC1 
15 12 
6 
Desarrollo celular, 
muerte celular, 
desarrollo y función del 
tejido conectivo.  
A130040M12RIK, ALDH1A2, ATF7, ATXN1, 
CEBPB, COL2A1, CPM, CREB5, CXCL2, 
EIF4ENIF1, ERO1LB, ERP44, FOS, FOXL2, 
GCA, HIST1H1C, IL12A, LTBP2, MAFB, 
MATN2, MKI67, MSR1, MYL4, MYOD1, 
NFAT, RPS6KA2, SEC63, SMAD7, SOX, 
SOX4, SOX6, SOX5, TOP1, TXNDC11, XBP1 
15 12 
7 
Señalización celular, 
enfermedades y 
condiciones 
dermatológicas, 
desordenes genéticos. 
ACT1, B9D2, CARD11, EDAR, EDARADD, 
FBXW5, HMG20B, IBSP, IRAK, IRAK2, 
IRAK3, IRAK4, MAP3K7, MAPK14, 
MAPKAPK3, MAPKAPK2/3, MYD88, NFYB, 
RBCK1, RHOH, RHOT1, RTKN, TAB3, 
TGFBR1, TMEM218, TNFRSF17, TNFRSF19, 
TP73, TP53I11, TRAF1, TRAF3, TRAF3IP2, 
TRIM30, UBE2V1, WDR34 
15 12 
8 
Hepatomegalia, 
morfología de los 
ACP6, AIMP1, AK2, AMBP, BAT2, BTLA, C2, 
C19ORF44, C1S, CD93, CNBP, COQ7, CPN1, 
14 11 
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órganos, expresión 
génica.  
 
FPR2, HNF1A, HNF4A, HNRNPR, HOOK3, 
IGF2BP3, IMMT, KNG1, LIMS1, MAGOH, 
MRO, MTHFD1, MTTP, NAT10, NRD1, 
OTUD7B, PPOX, PTPN11, SAA1, TCF7L2, Tnf 
receptor, USP46 
9 
Desórdenes genéticos, 
enfermedades 
metabólicas, expresión 
génica. 
ALAS2, ARL5A, CASP9, CBX5, CCM2, 
CPLX2, FOXP1, GATA1, GP9, HBB, HBE1, 
HDAC2, Histone h3, HTT, KLF1, 
2010001M09Rik, MXD1, ND2, ND3, ND4, ND5, 
ND6, ND4L, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, 
NDUFS4, NDUFS5, NDUFS8, NDUFS6, 
NDUFV2, PDX1, PLK4, RABGAP1L, SPTB 
14 11 
10 
Desarrollo celular, 
desarrollo y función del 
tejido conectivo, 
expresión génica.  
 
ABTB1, ATF7, BACH2, CREB5, CXXC5, 
DNAJC7, GPX3, IFI35, 2010002M12Rik, IGHM, 
IRAK2, JUN, MAFB, MAFG, MAFK, NAGK, 
NFE2L2, PAPPA, PLEKHO1, POU1F1, 
PSMD8, RANBP9, RUNX2, RUNX3, SIP1, 
SMAD2, SMAD5, SMAD6, SMAD9, SMURF1, 
STRAP, TCN2, TOB1, VPREB3, ZNF423 
12 10 
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ANEXO VII 
Tabla A6. Secuencias de los cebadores de la PCR y de los competidores del ensayo 
de Sequenom 
Blnk RIGHT ACGTTGGATGTAATTCGACGTTTGCAGACC 
Blnk LEFT ACGTTGGATGAGCATACCAGGGCTTACCGA 
Blnk EXT GGCTTTTGCAGACCAGGAGGC 
Capsl RIGHT ACGTTGGATGGTCATCCATAATTCGAAACAC 
Capsl LEFT ACGTTGGATGGAGGTTCTGCAGGCATCAAA 
Capsl EXT TATCCATAATTCGAAACACTCTGCC 
CD40 RIGHT ACGTTGGATGGGTTTCTTGACCACCTTTTTG 
CD40 LEFT ACGTTGGATGTCCTCATCACCATTTTCGGG 
CD40 EXT GTCTTGACCACCTTTTTGATATAG 
CD72 RIGHT ACGTTGGATGCAAGGTCTTGTTCAAGTGTC 
CD72 LEFT ACGTTGGATGTCAGGTTTCCTGATGGGATC 
CD72 EXT TCTCGTTCAAGTGTCCGTTTC 
CD79a RIGHT ACGTTGGATGTGGTACTTACCTCCGCGTGC 
CD79a LEFT ACGTTGGATGTTCCCCCATGTCCAGGAAGG 
CD79a EXT CCGCGTGCGCAATCCAG 
Cpm RIGHT ACGTTGGATGTCGTGTCCAGGGACTGTAAC 
Cpm LEFT ACGTTGGATGTACTATCTGCTTCTGCTGCC 
Cpm EXT GTCAAGGGACTGTAACATTGATC 
Dntt RIGHT ACGTTGGATGCAAAACTACAGAAAGCCTTG 
Dntt LEFT ACGTTGGATGGATCTCTTCTTCACTTTCTGC 
Dntt EXT GAAAGCCTTGAGGGTGT 
Dpp4 RIGHT ACGTTGGATGAGCTCTGCTCATGACTGTTG 
Dpp4 LEFT ACGTTGGATGCCCAATTCCAGAAGACAACC 
Dpp4 EXT GACTGTTGAGTTCCTGTA 
Gpx3 RIGHT ACGTTGGATGCCCACCTGGTCGAACATACT 
Gpx3 LEFT ACGTTGGATGAGGCGAGAACTCGGAGATAC 
Gpx3 EXT CCTGGTCGAACATACTTGAGAC 
IL-7R RIGHT ACGTTGGATGGGGATTGAAACTCACATTCAG 
IL-7R LEFT ACGTTGGATGCTCTGGAACAACTATGTAAG 
IL-7R EXT GCACATTCAGACTCGTTTT 
Sox4 RIGHT ACGTTGGATGCCGACCCCAGTGATCCACT 
Sox4 LEFT ACGTTGGATGCATCGGGCGAGCATCCCGG 
Sox4 EXT GAAACCAGTGATCCACTGGGGGTACG 
Tnfrsf19 RIGHT ACGTTGGATGTCACAAGGTTCACCTTGCTG 
Tnfrsf19 LEFT ACGTTGGATGTGCGGAGACCCACCTCCTC 
Tnfrsf19 EXT GGGTGCTGGTACAGTGTGGT 
GENES 
ENDÓGENOS 
Actb RIGHT ACGTTGGATGCTCTTTTCCAGCCTTCCTTC 
Actb LEFT ACGTTGGATGTGTAGTTTCATGGATGCCAC 
Actb EXT CCCTCCTTCCTTCTTGGGTATGG 
Gapdh RIGHT ACGTTGGATGCTTGATGTCATCATACTTGG 
Gapdh LEFT ACGTTGGATGTCCGTCGTGGATCTGACGTG 
Gapdh EXT GTCATCATACTTGGCAGGTT 
Hprt1 RIGHT ACGTTGGATGGTTGGATACAGGCCAGACTT 
Hprt1 LEFT ACGTTGGATGCCAACAACAAACTTGTCTGG 
Hprt1 EXT AGGGCCAGACTTTGTTGGA 
Tubb5 RIGHT ACGTTGGATGGTACTATAATGAAGCCACAG 
Tubb5 LEFT ACGTTGGATGAGATCCACCAAGATAGCTCG 
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Tubb5 EXT GGGCTAATGAAGCCACAGGTGGCA 
PRIMERS 
COMPETIDORES 
Blnk  AGCATACCAGGGCTTACCGAGCAGTTCtGCCTCCTGGTCTGCAAACGTCGAATTA 
Capsl  GTCATCCATAATTCGAAACACTCTGCCtAGTCCTTTGATGCCTGCAGAACCTC 
CD40  GGTTTCTTGACCACCTTTTTGATATAGtGAAACACCCCGAAAATGGTGATGAGGA 
CD72  CAAGGTCTTGTTCAAGTGTCCGTTTCtGTTCAGATTGATCCCATCAGGAAACCTGA 
CD79a  TTCCCCCATGTCCAGGAAGGGCCTAGGGtCTGGATTGCGCACGCGGAGGTAAGTACCA 
Cpm  TCGTGTCCAGGGACTGTAACATTGATCtCGTAGGACCCGGGCAGCAGAAGCAGATAGTA 
Dntt  GATCTCTTCTTCACTTTCTGCTTCAAGAtACACCCTCAAGGCTTTCTGTAGTTTTG 
Dpp4  AGCTCTGCTCATGACTGTTGAGTTCCTGTAtTGGTCAAGGTTGTCTTCTGGAATTGGG 
Gpx3  CCCACCTGGTCGAACATACTTGAGACaGGGGAGTATCTCCGAGTTCTCGCCT 
IL-7R  GGGATTGAAACTCACATTCAGACTCGTTTTaGGCTTCTTACATAGTTGTTCCAGAG 
Sox4 CATCGGGCGAGCATCCCGGGCCTCCATCTaCGTACCCCCAGTGGATCACTGGGGTCGG 
Tnfrsf19  TCACAAGGTTCACCTTGCTGGTACAGTGTGGTaCGTAGGGAGGAGGTGGGTCTCCGCA 
GENES 
ENDÓGENOS 
Actb  TGTAGTTTCATGGATGCCACAGGATaCCATACCCAAGAAGGAAGGCTGGAAAAGAG 
Gapdh  CTTGATGTCATCATACTTGGCAGGTTaCTCCAGGCGGCACGTCAGATCCACGACGGA 
Hprt1  CCAACAACAAACTTGTCTGGAATTTCAAtTCCAACAAAGTCTGGCCTGTATCCAAC 
Tubb5  AGATCCACCAAGATAGCTCGAGGGACATACaTGCCACCTGTGGCTTCATTATAGTAC 
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ANEXO VIII.  
Tabla A7. Características antropométricas y densitométricas de la población en el 
estudio de análisis de la expresión diferencial de las células B de MO tras la OVX. 
Número Valor 
Edad (años) 895 55.5±8.6 
Años desde la menopausia  895 7.0±6.5 
Peso (kg) 895 66.3±11.2 
Altura (cm) 895 157.3±6.3 
IMC (kg/m
2
) 895 26.9±4.5 
Usuaria Terapia Hormonal (%) 895 27.8 
DMO CF (g/cm
2
) 888 0.791±0.121 
CF Valor T 888 -1.044±1.036 
CF Valor Z 888 -0.110±0.950 
DMO CL (g/cm
2
) 868 0.987±0.151 
CL Valor T 868 -1.223±1.365 
CL Valor Z 868 -0.175±1.220 
